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Nepravilna razrešitev akutnega vnetnega odgovora, dolgotrajna izpostavitev endogenim 
molekulam, nastalim ob poškodbi, in porušeno ravnovesje med vnetnimi in zaščitnimi 
molekulami vodijo v kronično vnetje in fibrozo. Med takšni endogeni molekuli spadata tudi 
serumski amiloid A in tenascin C, ki sodelujeta pri številnih kroničnih vnetnih in fibrotičnih 
boleznih. Vežeta se na receptor podoben Tollu 4, prvi pa tudi na receptor podoben Tollu 2 in 
N-formil peptidni receptor 2. Naš namen je bil proučitev možnosti omejevanja vnetnih in 
fibrotičnih učinkov serumskega amiloida A in tenascina C. 
Delovanje serumskega amiloida A in tenascina C smo analizirali na mišjih embrionalnih 
fibroblastih, normalnih človeških pljučnih fibroblastih in mononuklearnih celicah periferne krvi 
na genskem (z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času) in/ali proteinskem nivoju (z 
encimskoimunskim testom in prenosom western). Ugotovili smo, da so vsi trije geni za 
receptorje, na katere se vežeta, inducibilni. Pri vseh celicah smo ugotovili razlike v njihovem 
razmerju izražanja genov za receptorje, zato so se celice različno odzvale na stimulacije.  
Serumski amiloid A in tenascin C sta povzročila zvišano izražanje gena in proteina vnetnega 
citokina interlevkina 6 ter zvišano izražanje označevalcev fibrotičnih procesov (kolagena 1A1, 
aktina α 2), pri čemer je imel najpomembnejšo vlogo receptor podoben Tollu 4. BOC2, 
antagonist N-formil peptidnega receptorja 2, je zmanjšal vnetne učinke serumskega amiloida A 
in fosforilacijo signalne poti, preko katere deluje. Vnetne in fibrotične učinke tenascina C sta z 
znižanjem izražanja genov za interlevkin 6, kolagen 1A1, aktin α 2 in fibronektin zmanjšali 
molekuli lipoksin A4 in resolvin D1, ki se vežeta na N-formil peptidni receptor 2. 
Poleg inhibicije serumskega amiloida A in tenascina C z inhibitornimi molekulami in 
antagonisti receptorjev bi lahko njune vnetne in fibrotične učinke regulirali tudi z uporabo 
protiteles. Naravna protitelesa proti serumskemu amiloidu A1 so v preteklosti izkazala uspešno 
vlogo pri omejevanju vnetnih učinkov serumskega amiloida A1 in posledično interlevkina 6. 
Njihovo uporabo smo testirali na mononuklearnih celicah periferne krvi, kjer so znižala 
izločanje interlevkina 6, povzročeno s serumskim amiloidom A. 
Pri zdravljenju vnetnih in fibrotičnih bolezni se tako odpirajo številne možnosti, ki bi jih bilo v 
bodoče smiselno raziskati, saj bi s tem pripomogli k omejevanju kroničnih bolezni, ki v 
sodobnem času predstavljajo enega glavnih vzrokov zmanjšanja kvalitete življenja in smrtnosti.   




An unresolved acute inflammatory response, prolonged exposure to damage-associated 
molecular patterns and dysbalance between inflammatory and resolution molecules can lead to 
chronic inflammation and fibrosis. Two such damage-associated molecules, serum amyloid A 
and tenascin C, are associated with multiple chronic and fibrotic diseases. They both bind to 
Toll-like receptor 4, while serum amyloid A can additionally bind to Toll-like receptor 2 and 
N-formyl peptide receptor 2. The aim of our study was to investigate different ways of limiting 
the inflammatory and fibrotic effects of serum amyloid A and tenascin C. 
We tested the influence of serum amyloid A and tenascin C on mouse embryonic fibroblasts, 
normal human lung fibroblasts and human peripheral blood mononuclear cells on gene 
expression levels (using real time polymerase chain reaction) and/or protein levels (using 
enzyme-linked immunosorbant assay and Western blot analysis). We confirmed that all three 
receptor genes are inducible. We observed differences in cells' ratio in expression of receptor 
genes, which resulted in their different responses to stimulation with serum amyloid A and 
tenascin C. 
Serum amyloid A and tenascin C induced the expression and synthesis of the inflammatory 
cytokine interleukin 6 and expression of markers of fibrosis (collagen 1A1 and actin α 2), in all 
of which Toll-like receptor 4 played an important role. BOC2, an antagonist of N-formyl 
peptide receptor 2, reduced the inflammatory effects of serum amyloid A and the 
phosphorylation of its signal pathway. Two resolution molecules, that bind to N-formyl peptide 
receptor 2, lipoxin A4 and resolvin D1, attenauted inflammatory and fibrotic effects of tenascin 
C by reducing expression of genes for interleukin 6, collagen 1A1, actin α 2 and fibronectin.  
Another possibility for inhibition of serum amyloid A and tenascin C-induced inflammatory 
and fibrotic effects is inhibition with antibodies. Natural antibodies against serum amyloid A1 
had previously been used to limit the inflammatory effects of serum amyloid A1 and 
consequently interleukin 6. We tested their role on human peripheral blood mononuclear cells 
and we observed attenuation of serum amyloid A-induced synthesis of interleukin 6. 
There are many ways for treating inflammatory and fibrotic diseases. However, further 
investigations are required to limit the amount of chronic diseases, which are nowadays main 
cause of reduced quality of life and mortality.  




ACTA2  aktin α 2 
BOC2  N-tert-butiloksilkarbonil-P-L-P-L-P 
cDNA  komplementarna DNA 
COL1A1  kolagen 1A1 
DAMPs endogeni molekulski vzorci, povezani s poškodbo 
DMEM  osnovno gojišče za mišje fibroblaste 
ELISA  encimskoimunski test 
FBM  osnovno gojišče za človeške fibroblaste 
FBS  serum govejega ploda 
FC  mnogokratnik izražanja informacijske RNA (ang. fold change) 
FGM-2  rastno gojišče za človeške fibroblaste 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRP  hrenova peroksidaza 
IL-6  interlevkin 6 
IVIg  intravenski imunoglobulini 
LXA4  lipoksin A4 
MEF  mišji embrionalni fibroblasti 
NHLF  normalni človeški pljučni fibroblasti 
PAMPs  molekulski vzorci, povezani z mikroorganizmi 
PBMC  mononuklearne celice periferne krvi 
PBS  s fosfatom pufrana fiziološka raztopina 
qPCR  verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
RvD1  resolvin D1 
SAA  serumski amiloid A 
SDS-PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
TEMED  tetrametiletilendiamin 
TLR  receptor podoben Tollu 
TLR2 KO  celice z izbitim genom TLR2  
TLR2/4 KO celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4 
TLR4 KO  celice z izbitim genom TLR4 
TMB  3,3',5,5'-tetrametilbenzidin 
TnC  tenascin C 
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1. Uvod 
Imunski sistem je kompleksen obrambni mehanizem, sestavljen iz številnih molekul, celic, tkiv 
in organov, ki nas varujejo pred boleznimi. Njegova glavna naloga je, da prepozna ogrožajoče 
dejavnike, kot so razni mikroorganizmi, tujki, kemikalije, toksini ter rakave celice, in nas pred 
njimi zaščiti. Telesu tuje molekule (ang. pathogen-associated molecular pattern; PAMPs) 
prepozna s pomočjo receptorjev, ki prepoznavajo vzorce (ang. pattern recognition receptor; 
PRR), in s tem povzroči aktivacijo celic imunskega sistema ter vnetni odgovor. Te receptorje 
in posledično imunski sistem pa lahko aktivirajo tudi endogene molekule, prisotne v 
mikrookolju tkiva, ki nastanejo oz. se izrazijo zaradi sterilne poškodbe, stresa, ali pa se izločajo 
iz mrtvih celic (ang. damage-associated molecular pattern; DAMPs) (1). Telo se tako zaščiti 
pred morebitno nevarnostjo ne glede na izvor ogrožajoče molekule, vendar je odziv na 
mikroorganizme drugačen kot odziv na endogene dražljaje, kar pomeni, da telo loči med 
infekcijo in poškodbo, povzročeno s strani endogenih molekul (1). Odgovor na mikroorganizme 
je precej bolje raziskan, kot odgovor na delovanje endogenih molekul, ki povzročajo sterilno 
vnetje. Slednje mora biti jasno kontrolirano, regulirano in omejeno, da ne pride do avtoimunskih 
bolezni in do poškodb tkiva gostitelja (1). Etiologija vnetnih in avtoimunskih bolezni ni 
popolnoma pojasnjena, saj še vedno ni znano, kako točno delujejo vnetni dražljaji in zakaj pride 
do porušenja kontrolnih mehanizmov. 
1.1. Vnetje 
Odgovor telesa na škodljive dražljaje in poškodbo je vnetje, pri čemer je cilj odstranitev 
škodljivega dejavnika in vrnitev tkiva v prvotno stanje. Gre za jasno reguliran in lokalno 
izoliran proces, pri čemer se zveča permeabilnost endotelija in epitelija, na mesto poškodbe 
pridejo vnetne celice, ki izločajo vnetne citokine, pojavi se edem. V zadnji fazi akutnega vnetja 
se zgodita obnova in preoblikovanje tkiva, s čimer se obnovi homeostaza (2). Tudi ta 
mehanizma sta aktivna in natančno regulirana, pri njima pa sodelujejo molekule, kot so 
lipoksini, resolvini, protektini in marezini. Le-te povzročijo inhibicijo produkcije vnetnih 
citokinov, nadaljnje infiltracije nevtrofilcev in spodbudijo fagocitozo makrofagov, ki 
odstranjujejo apoptotične delce mikrobov ter nevtrofilcev (eferocitoza) (3). Kljub dosledni 
kontroli procesov se pogosto zgodi, da se vnetje ne razreši pravilno. Nepravilna regulacija 
akutnega odgovora, dolgotrajna izpostavitev endogenim molekulam, ki škodujejo tkivu ter 
porušeno ravnovesje med vnetnimi in inhibitornimi/zaščitnimi molekulami, vodijo v procese, 
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kot sta kronično vnetje in fibroza, ki sta prisotna pri številnih kroničnih boleznih in sta pogosto 
vzrok za njihovo neozdravljivost ali celo smrtnost (4).  
1.2. Fibroza 
Fibroza je kot fiziološki proces celjenja ran kontrolirana, koristna in predstavlja zadnjo fazo pri 
poteku vnetja. V primeru neustrezno reguliranega preoblikovanja zunajceličnega matriksa, 
ponavljajočih poškodb tkiva, avtoimunskih ali alergijskih reakcij, kemijskih toksinov, sevanja 
ali kroničnega vnetja, pride do infiltracije vnetnih celic in kopičenja komponent zunajceličnega 
matriksa, kar vodi v preoblikovanje tkiva v trajno odebeljeno brazgotino (5). Fibroza tako 
postane kompleksen, dinamičen in nereguliran patološki proces celjenja ran, pri čemer vezivno 
tkivo nadomestni zdravo tkivo v tej meri, da pride do neželenega brazgotinjenja. Posledica teh 
sprememb v arhitekturi organa je moteno delovanje normalnega tkiva, okvarjena funkcija in 
lahko vodi celo v njegovo odpoved ali smrt organizma (5). Kaj točno vodi in ojača fibrozo, še 
ni popolnoma znano, in do danes zanjo še ni znane ustrezne enovite terapije. Pogosto se fibroza 
in vnetje prepletata, vendar se mehanizmi, po katerih se razvijata, razlikujejo, kar je še posebej 
pomembno ob načrtovanju terapevtskih strategij za kronične bolezni (5). Fibroza zaznamuje 
nekatere bolezni, kot so sistemska skleroza, idiopatska pljučna fibroza, ciroza jeter, 
gloumeruloskleroza in druge (6). 
V sam proces fibroze so vključeni številni citokini, kemokini, angiogenetski dejavniki, rastni 
dejavniki, proteini akutne faze, kaspaze, trombocitni rastni dejavnik in številne druge molekule 
(5, 7). Njihovo delovanje je pogosto med seboj prepleteno, pri čemer ena sproži nastanek druge, 
kar vodi v pozitivno regulacijo in posledično v kronično aktivacijo. Med potekom fibroze se 
zgodijo nekateri ključni dogodki. Vnetni citokini povzročijo aktivacijo makrofagov M2, ki 
izražajo TGF-β in promovirajo diferenciacijo fibroblastov v miofibroblaste (8). Začne se 
kopičenje kolagena, ene glavnih komponent zunajceličnega matriksa (9). Fibronektin, ki 
sodeluje pri adheziji celic, povezuje integrine na površini celic s kolagenskimi vlakni, kar jim 
omogoča, da se lahko gibajo skozi zunajcelični matriks. Ob poškodbi tkiva se izrazi tudi protein 
zunajceličnega matriksa, tenascin C (4). Aktin α 2 (ACTA2) je globularni protein, ki tvori 
mikrofilamente in sodeluje pri krčenju gladkih mišičnih celic. Izločajo ga miofibroblasti, zato 
je tudi pogosto marker za njihovo prisotnost (10).  
1.3. Endogene molekule, povezane s poškodbo tkiva, ki sodelujejo pri vnetju in fibrozi 
Pri patološkem procesu vnetja in fibroze, pa tudi avtoimunskih in rakavih boleznih, sodelujejo 
endogene molekule, ki nastajajo zaradi stresa, sterilne poškodbe ali neregulirane apoptoze celic 
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(7). Te molekule lahko sicer delujejo ugodno, a postanejo ob nepravilni regulaciji škodljive in 
telesu predstavljajo nevarnost (11). Ne samo, da aktivirajo receptorje na celicah in s tem 
povzročijo aktivacijo celic, ki promovirajo nastanek sterilnega vnetja in fibroze, njihova 
konstantna signalizacija vodi v kroničnost teh procesov in preprečuje njihovo razrešitev (12). 
Mednje spadata tudi serumski amiloid A (SAA) in tenascin C (TnC), katerih vlogi sta pri vnetju 
in fibrozi relativno znani, a še ne popolnoma pojasnjeni. Visoki koncentraciji obeh sta povezani 
z boleznimi, kot so ateroskleroza, debelost, kardiovaskularne bolezni, revmatoidni artritis, 
sladkorna bolezen tipa 2 in sistemska skleroza (13).  
1.3.1. Serumski amiloid A 
SAA je 12 kDa velik apolipoprotein, ki je v nizkih koncentracijah vezan na HDL v krvi zdravih 
posameznikov, med vnetjem, poškodbo, stresom, infekcijo ali rakom pa prevzame vlogo 
reaktanta akutne faze in zviša koncentracijo tudi do 1000-krat (14). Na njegovo zvečano 
izražanje vplivajo predvsem citokini, kot so IL-1β, IL-6 in TNF-α, ki jih ob poškodbi tkiva 
izločajo makrofagi, monociti, limfociti, sinovijske ter endotelijske celice (13, 15). Nastaja v 
hepatocitih, v manjših količinah pa tudi ekstrahepatično (15). SAA ima v telesu ogromno 
različnih funkcij. V prosti obliki kot reaktant akutne faze sodeluje pri obnovi tkiva in ohranja 
njegovo homeostazo, vendar pa njegovo zvečano izražanje skozi daljše obdobje vodi v 
patološke spremembe, kot sta vnetje in fibroza. Zaradi tega je SAA tudi diagnostični in 
prognostični označevalec, ki nam pomaga povezati vzporednice med njegovimi visokimi 
serumskimi koncentracijami in različnimi patološkimi procesi v telesu (16), po najnovejših 
raziskavah tudi pri COVID-19, bolezni novega korona virusa SARS CoV-2  (17). Dolgoročno 
zvišanje SAA je povezano z nekaterimi kroničnimi vnetnimi boleznimi, kot so ateroskleroza, 
diabetes, revmatoidni artritis, metabolni sindrom, nekatere vrste raka in kardiovaskularne 
bolezni (18, 19). Znanih je kar nekaj receptorjev, na katere se SAA veže, med njimi so receptorji 
SR-BI, P2X7, RAGE, TANIS, TLR2, TLR4 in FPR2 (20). 
SAA vpliva na zvečano izražanje in/ali izločanje vnetnih in protivnetnih (IL-10, IL-1r) 
citokinov (21, 22), kemokinov (13), kemotakso celic (monocitov, naivnih dendritičnih celic, 
nevtrofilcev in celic T) (9, 13) in ima podobno vlogo kot citokini (Preglednica I). Prav tako 
preprečuje apoptozo in nastanek oksidativnega stresa nevtrofilcev (13, 19), spodbuja 
angiogenezo (13), inducira encime, ki razgrajujejo zunajcelični matriks, spodbuja proliferacijo 
fibroblastov (9), vključen je v metabolizem lipidov (14), je opsonin za po Gramu negativne 
bakterije, tvori ionske kanale v membranah, veže retinol in zavira nastanek protiteles (13, 21). 
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Preglednica I: Vpliv SAA na različne celice. 
Celični tip Posledica vezave SAA 
dermalni fibroblasti ↑ IL-6, IRAK4, aktivacija NF‐κB (9) 
sinovijski fibroblasti ↑ MMP-1, -2, -3, -9, -13 (13) 
dendritične celice ↑ CCL3, CXCL8, kemotaksa levkocitov (13) 
Monociti ↑ IL-12, IL-23, aktivacija p38, PI3K (23) 
↑ CXCL8, CCL3 (13) 
Nevtrofilci ↑ TNF-α, IL-1β, IL-8, ↑ življenjsko dobo 
nevtrofilcev (24) 
celice HeLa ↑ NF‐κB24, 25, IL-824, 25, TNF-α (25) 
človeške in mišje epitelijske celice ↑ NF‐κB, ERK, p38, IL-8 (26) 
PBMC ↑ IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, MCP-1, GM-
CSF, MIP-1α, NF‐κB1 (21) 
 
1.3.2. Tenascin C 
TnC je glikoprotein zunajceličnega matriksa. Izraža se predvsem v času embrionalnega razvoja, 
medtem ko je pri odraslih prisoten le v majhnih količinah, kjer sodeluje pri celjenju ran. Izražajo 
ga intersticijski fibroblasti (27). Sestavljen je iz treh domen, in sicer EGF-L (ang. epidermal 
growth factor), ponovitev fibronektina tipa III (FNIII) ter FBG (ang. C-terminal fibrinogen-like 
globe) in je v obliki heksamera (1). Na njegovo izražanje vplivajo citokini (IL-1, IL-4, IL-13, 
TGF-β), mikroorganizmi, hipoksija in stres (7, 11). Zvišano izražanje je običajno odraz 
prisotnosti patoloških procesov, kot so kronične vnetne bolezni (astma, ateroskleroza, diabetes, 
multipla skleroza, revmatoidni artritis, sarkoidoza, vnetna črevesna bolezen) (7, 11, 28), sepsa 
(11), avtoimunske bolezni (29) ali rak (30), pri čemer je njegova koncentracija zvišana 
predvsem na mestu vnetja oz. poškodbe. Njegova prisotnost v tkivu je biološki označevalec za 
fibrozo (31).  
Veže se na proteine zunajceličnega matriksa (kolagen, fibronektin, proteoglikane) ter na 
receptorje TLR4, EGFR in integrine (1). Vpliva na prirojeni in pridobljeni imunski sistem, 
migracijo in proliferacijo celic, celično signalizacijo, sintezo zunajceličnega matriksa, 
angiogenezo in kontrakcijo ran (29). Pri tem inducira nastanek vnetnih citokinov, fibrotičnih 
proteinov in onkogenih molekul (Preglednica II) (28). 
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Preglednica II: Vpliv TnC na različne celice (1).  
Celični tip Posledica vezave TnC 
človeški makrofagi ↑ IL-6, IL-8, TNF 
človeški sinovijski fibroblasti ↑ IL-6 
človeški srčni miofibroblasti ↑ IL-6, MMP3 
človeški hondrociti ↑ IL-6, IL-8 
mišji nevtrofilci v kostnem mozgu ↑ MMP-9 
mišje dendritične celice v kostnem mozgu ↑ IL-6, IL-1α, IL-1β, IL-17  
človeški makrofagi ↑ IL-6, IL-8, TNF, IL-10, kolagen 
človeški in mišji fibroblasti ↑ kolagen tip 1, ACTA2, TLR4 
človeški fibroblasti prepucija ↑ kolagen tip 1, ACTA2 
 
1.4. Receptorji, ki sodelujejo pri kroničnem vnetju in fibrozi 
Kot že omenjeno, aktivacija nekaterih receptorjev, ki prepoznajo vzorce, vodi v vnetje in 
fibrozo. Endogene molekule, ki nastanejo ob poškodbi tkiva, se vežejo na te receptorje na 
celicah in sprožijo nastanek vnetnih citokinov, ki lahko naprej spodbudijo nastanek škodljivih 
endogenih molekul. To vodi v neprestano pozitivno regulacijo in kronično aktivacijo 
receptorjev. Mednje spadajo tudi nekateri receptorji podobni Tollu (TLR), ki so izraženi na 
številnih celicah (32). Do danes je pri človeku znanih 10 in pri miših 12 vrst TLR (28). Njihova 
glavna funkcija je, da aktivirajo prirojeni in pridobljeni imunski sistem (33). TLR so sestavljeni 
iz 3 domen: iz ektodomene (prepozna ligand), transmembranske domene in intracelularne 
citoplazemske domene (sproži signalizacijo) (34). Vsak receptor ima številne ligande, ki 
delujejo preko različnih signalnih poti. Najbolj znani sta dve signalni poti, pri čemer se 
aktivirata transkripcijska faktorja NF-κB in IRF, kar rezultira v izločanju vnetnih citokinov, 
kemokinov in interferonov tipa 1 (12, 34). Konstantna signalizacija TLR tako predstavlja 
pomemben dejavnik, ki loči med regulirano in fiziološko obnovo tkiva, ter med 
patofiziološkimi procesi, ki vodijo v kronične bolezni, kot je fibroza. 
Med receptorja, ki sodelujeta pri vnetju in fibrozi, spadata transmembranska receptorja TLR2 
in TLR4. Oba prepoznata patogene mikroorganizme (bakterije, viruse, glive), pa tudi endogene 
molekule,  ki aktivirajo imunski sistem (35). Pri tem se sproži nastanek vnetnih citokinov, zveča 
se izražanje genov, povezanih s preoblikovanjem tkiva in zunajceličnega matriksa, poteče 
diferenciacija fibroblastov v miofibroblaste in številni drugi procesi (12). 
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1.4.1. Tollu podoben receptor 2 
TLR2 se nahaja na celični membrani imunskih (monociti, makrofagi, nevtrofilci, dendritične 
celice, celice T), endotelijskih in epitelijskih celic ter fibroblastov (36). Sodeluje kot 
heterodimer s TLR1 ali TLR6 (22). Heterodimerizacija je tudi razlog, da uspešno prepozna tako 
veliko število ligandov, saj je celični odziv odvisen od tega, s katerim ko-receptorjem se veže 
(36). Ob vezavi molekul se sproži od MyD88 odvisna aktivacija transkripcijskih faktorjev NF-
κB in AP1, ki rezultira v nastanku vnetnih citokinov (Slika 1). Z aktivacijo TLR2 pa se lahko 
sproži tudi signalna pot, ki rezultira v produkciji protivnetnega citokina IL-10 (28). TLR2 ima 
pomembno vlogo pri nekaterih kroničnih boleznih, kot so astma, ateroskleroza, Chronova 
bolezen in revmatoidni artritis, kjer je prisotno zvečano izražanje TLR2 v primerjavi z zdravimi 
posamezniki (9, 37). 
TLR2 veže ligande iz stene patogenih bakterij (lipoteihoična kislina, lipomanan), viruse, glive, 
parazite, pa tudi endogene molekule, ki so posledica poškodbe tkiva, kot so proteini toplotnega 
šoka, človeški β-defensin-3, hialuronski fragmenti, fragmenti fibronektina, irisin in SAA (9, 
36).  
1.4.2. Tollu podoben receptor 4 
TLR4 se nahaja na imunskih celicah (monociti, makrofagi, dendritične celice, mastociti, 
granulociti), fibroblastih in epitelijskih celicah (34). Prepozna tako mikroorganizme kot 
endogene molekule, ki se izrazijo ob poškodbi tkiva, pri čemer se signalizaciji razlikujeta. 
Kako, še ni popolnoma pojasnjeno, vendar se razlika pojavi že pri sami vezavi – za vezavo LPS 
je nujno potreben ko-receptor CD14, ki pa ni potreben za vezavo endogenih molekul (4, 34). 
Signalizacija preko TLR4 poteka preko dveh signalnih poti, pri čemer obe aktivirata NF-κB, 
kar rezultira v nastanku vnetnih citokinov (Slika 1) (33). Zvišano izražanje TLR4 povzročajo 
nekatere molekule, kot sta LPS (38) in TnC (7), prav tako pa je zvišano izražanje prisotno pri 
nekaterih kroničnih boleznih, kot je sistemska skleroza (4). Med endogene molekule, ki jih 
prepozna TLR4, spadajo med drugim SAA, molekule in fragmenti zunajceličnega matriksa 
(hialuronan, fibronektin-EDA, TnC), proteoglikani, proteini toplotnega šoka in številni drugi 
(12, 39). Glede na vrsto liganda in tip celice, aktivacija TLR4 sproži različne odzive in učinke 
(40).  
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Slika 1: Znotrajcelično signaliziranje preko receptorjev TLR2 in TLR4. 
Aktivaciji TLR2 in TLR4 potekata predvsem preko dveh signalnih poti. Po vezavi liganda se signalizacija nadaljuje s pomočjo 
vezave specifičnih adapterskih molekul, kot so MyD88, TRIF, TIRAP ali TRAM (34). Prva signalna pot poteka preko 
aktivacije molekule TRAF6, pri čemer se aktivira NF-κB, druga pa preko kinaz MAP, pri čemer se aktivira AP1. Tretja signalna 
pot, ki je neodvisna od MyD88, rezultira v aktivaciji NF-κB in IRF3 (12). Posledica aktivacije NF-κB in AP1 je izločanje 
vnetnih citokinov. Prirejeno po (41) s pomočjo orodja Biorender. 
1.4.3. Delovanje SAA preko receptorjev TLR2 in TLR4 
Vezava SAA na receptorja TLR2 in TLR4 povzroča zvečano izločanje vnetnih citokinov (IL-
1α, IL-1β, IL-6, IL-23), kemokinov, fibrotičnih proteinov, encimov, ki razgrajujejo matriks, ter 
vpliva na kemotakso celic, kot so dermalni fibroblasti (9) in makrofagi (15, 42). Točni 
mehanizmi delovanja in signalne poti, preko katerih SAA deluje, še niso popolnoma raziskani, 
vendar je znano, da deluje preko od MyD88 odvisne poti preko fosforilacije kinaz MAP, 
degradacije IκBα in posledično aktivacije NF-κB (9). Odsotnost nastanka vnetnih citokinov so 
opazili v celicah z izbitima genoma TLR2/TLR4, odsotnost oz. zmanjšano infiltracijo 
nevtrofilcev pa v celicah z izbitimi geni TLR2, TLR4 in TLR2/TLR4 po stimulaciji s SAA (18). 
Delovanje SAA v TLR2 KO miškah je pokazalo, da se je infiltracija nevtrofilcev znižala za 75 
%, prav tako se je znižalo izločanje IL-1β, pri čemer naj receptor TLR4 ne bi imel pomembne 
vloge. Tako predpisujejo preostali odziv N-formil peptidnemu receptorju 2 (FPR2), pri tem pa 
so zanemarili vpliv ostalih receptorjev SAA (42). 
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1.4.4. Delovanje TnC preko receptorja TLR4 
Vezava TnC na receptor TLR4 sproži vnetne in fibrotične učinke, pri čemer se zveča izražanje 
vnetnih citokinov (npr. IL-6), označevalcev fibrotičnih procesov (COL1A1, ACTA2 in gena za 
fibronektin) ter samega TLR4 (7). Veže se na receptor TLR4 na dermalnih (7) in sinovijskih 
fibroblastih, makrofagih ter dendritičnih celicah (43). Vezava TnC spodbudi tudi krčenje 
fibroblastov in njihovo transformacijo v miofibroblaste (7). Njegovo fibrotično delovanje preko 
TLR4 je bilo dokazano na fibroblastih, saj v celicah z okvaro gena TLR4 TnC ni dvignil 
izražanja COL1A1 in ACTA2, prav tako v miškah z izbitim genom TnC ni nastala fibroza (7).  
1.4.5. N-formil peptidni receptor 2 
Pomemben receptor, ki prav tako sodeluje pri imunski obrambi in vnetju, je N-formil peptidni 
receptor 2 (FPR2), znan tudi pod imenom ALX. FPR2 je z G-proteinom povezan receptor 
(GPR), ki se nahaja na membrani celic. Promiskuitetnost FPR2 omogoča, da se nanj vežejo 
številne proteinske ali lipidne molekule ter njihovi derivati, ki pogosto sprožijo ravno nasprotni 
si učinek: bodisi vnetni ali protivnetni odgovor (44). FPR2 prepozna tako mikroorganizme kot 
endogene molekule, nastale pri poškodbi tkiva. Po vezavi liganda se receptor aktivira in signal 
se iz znotrajcelične domene prenese na proteine G, pri čemer se aktivirajo fosfolipaza C, protein 
kinaza C, protein kinaza B, fosforilirajo se tirozin kinaze ter transkripcijski faktorji in pride do 
transaktivacije tirozin kinaznega receptorja (44). 
FPR2 se nahaja na imunskih (monociti, makrofagi, nevtrofilci, eozinofilci, levkociti), 
epitelijskih in endotelijskih celicah, nevronih, celicah mikroglie, hepatocitih in fibroblastih (45, 
46). Sodeluje pri nekaterih kroničnih vnetnih boleznih, kot so Alzheimerjeva bolezen, 
ateroskleroza, kolitis, revmatoidni artritis, sistemska amiloidoza, sistemski lupus eritematozus, 
sistemska skleroza in pri nekaterih vrstah raka (1, 6, 47). Ob vnetju se njegovo izražanje zveča, 
kar posledično pripomore k zmanjšanju vnetja (48), njegovo zmanjšano izražanje pa je 
povezano z nekaterimi kroničnimi boleznimi (49). Med drugim njegovo izražanje zvečajo LPS, 
TNF-α (50), TGF-β1 (51) in LXA4 (49) v pozitivni povratni zanki.  
Receptor FPR2 sodeluje pri obrambi gostitelja in vnetnem odgovoru, saj prepozna peptide, ki 
jih izločajo bakterije oz. nastanejo v mitohondriju, npr. N-formil peptide, peptide iz Helicobater 
pylori in HIV-144, ter sintetične peptide (WKYMWm) (46). Nanj se vežejo tudi endogene 
molekule, ki so povezane z vnetjem in poškodbo tkiva, kot so SAA, Aβ42, LL-37 in PrP (106–
126) (46). Pri tem se zveča kemotaksa monocitov in nevtrofilcev, proliferacija celic, 
angiogeneza in mobilizacija kalcija (47). 
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Protivnetni ligandi, ki se vežejo na FPR2, so med drugim lipoksin A4 (LXA4; zato se tudi 
receptor imenuje ALX oz. LXA4R), resolvin D1 in del cepljenega receptorja za plazminogen 
aktivator urokinaznega tipa (8, 44, 45). Nanj se veže tudi aneksin A1, ki skupaj z 
glukokortikoidi deluje protivnetno (47), vendar pa lahko kot sestavni del virusne membrane 
(virusa influenze A) povzroči vnetni odziv, saj z vezavo na FPR2 omogoča pomnoževanje 
virusa (45). Posledice vezave protivnetnih molekul so zmanjšanje produkcije vnetnih citokinov 
(TNF-α, IFN-γ), infiltracije makrofagov in števila makrofagov M2. Posledično pride do 
razrešitve vnetja, obnove poškodovanega tkiva in vzpostavitve homeostaze (52).  
Na FPR2 se vežejo tudi antagonisti receptorja, ki preprečujejo vezavo vnetnih molekul, 
agonistov, ali pa interferirajo pri signalizaciji FPR2. To so BOC2, WRW4 in PBP10 (45).  
V katero smer se bo prevesila aktivacija FPR2 (vnetni/protivnetni odgovor) ni odvisno samo 
od vrste, ampak tudi od količine liganda. Primer tega je vnetno delovanje SAA pri njegovih 
nižjih koncentracijah (izločanje TNF-α) in protivnetno pri višjih (izločanje IL-10) pri monocitih 
(53). Prav tako je odziv celic odvisen glede na čas vezave liganda na receptor. Odziv na vezavo 
molekul, ki spodbudijo vnetni odziv, je navadno najmočnejši na začetku poškodbe/infekcije, 
saj je takrat prisotna največja količina bakterij, virusov oz. nekrotičnih celic. Protivnetni odzivi 
se ojačajo v kasnejši fazi vnetja, ko je potrebna obnova tkiva in homeostaze (45). Vezava LXA4 
na FPR2 na začetku vnetnega procesa stanje še poslabša, medtem ko ga v kasnejši fazi izboljša 
in vnetje omili. Vezava antagonista BOC2 na začetku vnetja deluje pozitivno, saj se vnetne 
posledice omilijo, medtem ko v poznejši fazi BOC2 nima vpliva (48). Pri stimulaciji celičnih 
kultur s kombinacijo različnih reagentov je lahko tudi pomembno, v katerem časovnem sosledju 
so le-ti dodani. Najprej dodani regent zasede vezavna mesta (in sproži odziv), kasneje dodani 
pa glede na konstanto disociacije prvega kompetitivno tekmuje za vezavna mesta glede na 
afiniteto vezave obeh reagentov. Tako npr. protivnetno delovanje LXA4 ni bilo zaznano, če so 
predhodno dodali inhibitor FPR2 BOC2 (48). Poleg tega se FPR2 po aktivaciji za kratek čas 
desenzibilizira in se ne odzove na vezavo drugih ligandov (54). 
1.4.6. Delovanje SAA preko receptorja FPR2 
SAA, ki se veže na receptor FPR2 na monocitih, nevtrofilcih in limfocitih, povzroči 
fosforilacijo ERK1/2, p38, JNK in aktivacijo NF-κB ter AP1. Pri tem povzroči zvečano 
izločanje IL-8, IL-10, TNF-α in MMP-9. Vezava na omenjeni receptor na fibroblastom 
podobnim sinoviocitih povzroči zvečano proliferacijo celic, aktivacijo ERK, Akt in posledično 
zvečano izražanje MMP-1, MMP-3 ter izločanje IL-6, medtem ko na endotelijskih celicah zveča 
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produkcijo PTX3 (44). V nevtrofilcih povzroči izločanje IL-8 in TNF-α (25). Učinek vezave 
SAA na FPR2 je odvisen tudi od koncentracije SAA. Nizke koncentracije SAA (do 2 µM) so v 
monocitih povzročile zvečan nastanek vnetnega citokina TNF-α, medtem ko so visoke 
koncentracije (nad 2 µM) v njih povzročile protivnetni odziv s produkcijo citokina IL-10 (53).  
1.5. Endogene molekule, ki sodelujejo pri razrešitvi vnetja 
Obnova, preoblikovanje tkiva in obnovitev homeostaze so procesi, ki uspešno zaključijo vnetje. 
Pri tem sodelujejo regulatorni mediatorji vnetja, kot so lipoksini, resolvini, protektini in 
marezini. Vnetje omejijo oz. zaključijo z inhibicijo nastanka vnetnih citokinov, preprečijo vdor 
nevtrofilcev in spodbudijo fagocitozo makrofagov, ki jih skupaj z apoptotičnimi ostanki 
odstranijo (2). Molekuli, ki pomagata pri vrnitvi poškodovanega tkiva nazaj v normalno stanje 
in pri razrešitvi vnetja, sta tudi resolvin D1 (RvD1) in lipoksin A4 (LXA4). Obe delujeta preko 
receptorja FPR2. 
1.5.1. Resolvin D1 
RvD1 je 7S,8R,17S-trihidroksi-4Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-dokozaheksaenojska kislina kislina in 
spada v družino resolvinov, endogenih mediatorjev vnetja, ki se pojavijo v zadnji fazi vnetnega 
odgovora. Pri tem ima aktivno vlogo, saj s svojim protivnetnim delovanjem pomaga pri 
razrešitvi vnetja in obnovi homeostaze. Nastane iz esencialne omega-3 maščobne kisline 
dokozaheksaenojske kisline (DHA, C22:6) (55). Prisoten je v krvi zdravih posameznikov, pri 
čemer je njegova koncentracija odvisna od vnosa omega-3 maščobnih kislin iz hrane. Veže se 
na dva receptorja, FPR2 in GPR32 (znan tudi pod imenom DRV1) (3). RvD1 deluje na GPR32 
predvsem v času homeostaze in na FPR2 v času zadnje faze vnetja (2). GPR32 nima mišjega 
ortologa, zato je verjetno RvD1 signaliziranje v miših in njihovih celičnih kulturah odvisno od 
FPR2. Njegove protivnetne lastnosti so opazili pri številnih boleznih, kot so debelost, sladkorna 
bolezen, akutna poškodba pljuč, poškodba perifernega živčevja, sepsa, kolitis, peritonitis, astma 
in artritis (56). Podobno vlogo kot RvD1 (17(S)-RvD1) ima tudi njegov epimer 17(R)-RvD1, 
imenovan tudi AT-RvD1, ki nastane, ko aspirin acetilira encim ciklooksigenazo 2, odgovoren 
za pretvorbo DHA v resolvine. Ta se prav tako veže na receptor FPR2 (55, 56, 57). Po nekaterih 
študijah naj bi imel še močnejše protivnetne učinke kot RvD1, ker je njegova razgradnja z 
endogenimi encimi otežena in ima daljši razpolovni čas (55). BOC2, antagonist FPR2, inhibira 
delovanje RvD1 (56). 
Vezava RvD1 na FPR2 rezultira v številnih protivnetnih in protifibrotičnih učinkih, saj povzroči 
razrešitev vnetja, obnovo tkiva in zmanjšanje fibroze. Zmanjša aktivacijo NF-κB v makrofagih 
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(57), pri astmi/alergijah (55) in v celicah mikroglie (58), jedrno translokacijo p65 (57, 58), 
fosforilacijo Smad2/3 (59), signalizacijo MAPK in izražanje IRAK1 ter TRAF6 (58). Pri tem se 
zmanjša koncentracija vnetnih citokinov, kot so IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 in TNF-α (44, 
55, 58). Zmanjša izražanje COL1A1 (56) in ACTA2 v fibroblastih (59). Prav tako zmanjša 
koncentracijo IL-17, LTB in TGF-β v bronhoalveolarni lavaži med alergijskim odgovorom 
(55). Inhibira aktivacijo in infiltracijo nevtrofilcev (2, 58), zmanjša eozinofilijo (55), promovira 
fagocitozo s strani makrofagov (55, 58), ojača aktivacijo monocitov (46), zmanjša oksidativno 
okvaro nevronov in njihovo apoptozo (58).  
1.5.2. Lipoksin A4 
LXA4 je endogeni metabolit omega-6 arahidonske kisline (eikozanoid), sintetiziran po dveh 
različnih poteh, ki jih nadzoruje encim lipoksigenaza (LO). Prva poteka v monocitih in 
epitelijskih celicah preko encima 15-LO in v nevtrofilcih preko 5-LO, druga pa preko aktivacije 
12-LO v trombocitih, pri čemer nastane LXA4 iz levkotriena LTA4. Vpliva na prirojeni in 
pridobljeni imunski sistem, deluje protivnetno, preprečuje poškodbo tkiva ter pomaga pri 
obnovitvi homeostaze tkiva (60). Izločajo ga imunske celice, kot so nevtrofilci, eozinofilci, 
makrofagi, pa tudi trombociti in epitelijske celice. Njegov glavi receptor je FPR2, znan tudi kot 
FPR2/ALX, saj je LXA4 eden njegovih glavnih ligandov, na katerega se veže z močno afiniteto. 
Prav tako se veže na receptorja AhR48 in GPR32 (60). LXA4 zveča izražanje FPR2 v pozitivni 
povratni zanki (2). Zmanjšana količina LXA4 je povezana z nekaterimi kroničnimi vnetnimi 
boleznimi, kot so astma, kronična obstruktivna pljučna bolezen, cistična fibroza, sistemska 
skleroza in plevralna efuzija (2).  
Vezava LXA4 na FPR2 povzroči zmanjšano aktivacijo NF-κB, povzročeno z radiacijo pri 
pljučni fibrozi (52), ter z LPS (E. coli) v peridontalnih celicah ligamenta (38) in makrofagih 
(57). Zmanjšano aktivacijo NF-κB in AP1 povzroči tudi v fibroblastom podobnim sinoviocitih 
(61). Inhibira fosforilacijo ERK (62), I3k, Akt, MAPK in IκBα (38,57) ter zavira delovanje od 
MyD88 odvisne poti (38, 63). Preprečuje izločanje TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17, CXCL10, 
CCL2 in VEGF ter drugih citokinov v celicah, kot so makrofagi, nevtrofilci, celice T, epitelijske 
celice, miofibroblasti, peridontalne celice ligamenta, matične celice apikalne papile in pri 
pljučni fibrozi (25, 38, 48, 50, 52, 54, 57, 63, 64). Prav tako inhibira izražanje genov, kot so 
ACTA2, COL1A1 in gena za fibronektin ter produkcijo kolagena pri pljučni fibrozi, povzročeni 
z radiacijo (52). Zmanjša tudi izražanje TLR4 v peridontalnih celicah ligamenta (38). Inducira 
stimulacijo tkivnih inhibitorjev metaloproteinaz-2 (TIMP-2) (44). Inhibira infiltracijo 
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nevtrofilcev (48,63), dendritičnih celic (63), epitelijskih in endotelijskih celic (48) ter migracijo 
in proliferacijo fibroblastov (8, 51). Prav tako zveča fagocitozo nevtrofilcev (65). Inhibira tudi 
fibrotično aktivnost TGF-β (8). Zmanjša vaskularno permeabilnost in zveča infiltracijo 
monocitov na mesto poškodbe (48), ima pa tudi nevrološko zaščitno funkcijo (44). 
Vezava LXA4 na FPR2 zmanjša izločanje IL-8 iz nevtrofilcev, povzročeno s SAA (25). Prav 
tako zmanjša s SAA inducirano izražanje IL-6 in IL-17 v pljučnem tkivu mišk (64). Njegov 
epimer 15-epi-LXA4 zmanjša tudi SAA-inducirano izražanje CXCL1 in CXCL2, pljučno 
nevtrofilijo (66), hkrati pa inhibira zmanjšanje apoptoze nevtrofilcev, ki jo povzroči SAA (67). 
Možno je tudi, da LXA4 inhibira druge citokine, kot je TNF- α, ki inducirajo produkcijo SAA 
(25). 
Pri sepsi ima LXA4 v različnih časovnih točkah različno vlogo. V začetku vnetja, ko je količina 
prisotnih mikroorganizmov zelo velika, je ključnega pomena, da se odvijejo potrebni vnetni 
procesi, zato samo protivnetno delovanje LXA4 škodi in poslabša infekcijo. Delovanje LXA4 
v kasnejših časovnih točkah (24 ur po infekciji, inducirani s Klebsiella pneumoniae) pa zmanjša 
vnetje in zveča preživetje (48). 
1.6. BOC2 
N-tert-butiloksikarbonil-P-L-P-L-P, znan tudi pod imenom BOC2, je antagonist receptorja 
FPR2. Svoje protivnetno delovanje preko receptorja FPR2 je izkazal pri številnih boleznih, saj 
interferira s signalnimi potmi, po katerih delujejo vnetni ligandi in povzroči zmanjšan vnetni 
odziv (46). V nekaterih primerih je inhibicija receptorja FPR2 z BOC2 enakovredna pojavom 
pri miškah z izbitim genom fpr2 (68). Med drugim inhibira aneksin A1, LPS, SAA, LXA4, ki 
delujejo preko FPR2 (46, 67). Pri tem zmanjša aktivnost oksidaze NADPH v nevtrofilcih, 
bakterijsko breme in smrtnost (46). Izkazal je tudi zaščitno funkcijo za nevrone pri 
Alzheimerjevi bolezni, kjer je izboljšal kognitivnost mišk, preprečeval vezavo Aβ in hkrati 
zvečal izražanje encimov, ki ga razgrajujejo, zmanjšal aktivacijo celic mikroglije, izgubo 
nevronov in prisotnost amiloidov (69). S SAA-inducirano izločanje IL-8 iz nevtrofilcev se je 
po dodatku BOC2 znižalo za 80-97 % (67). Vezava BOC2 na FPR2 interferira tudi z vezavo 
LXA4, saj se protivnetni učinki, ki jih LXA4 povzroči z vezavo na receptor pri poznem 
zdravljenju vnetja, po dodatku BOC2 zmanjšajo (48). 
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1.7. Zdravljenje in preprečevanje kroničnega vnetja in fibroze 
Procesa kroničnega vnetja in fibroze sta vpletena v številne bolezni starajočega prebivalstva in 
čeprav danes poznamo že kar nekaj terapij (nesteroidni antirevmatiki, glukokortikoidi, biološka 
zdravila), ki imajo tudi številne neželene učinke, kronične fibroproliferativne bolezni še vedno 
predstavljajo približno 45 % vzrokov smrti po svetu (5). Nastanek in delovanje s poškodbo 
povezanih molekul, njihove interakcije z receptorji, signalizacijo in končne učinke vezave bi 
bilo potrebno jasno preučiti in definirati. Tako bi lažje ugotovili, kje so morebitne točke na osi 
DAMPs-PRR, v katerih bi patološke procese lahko preprečili, ustavili, omejili ali oslabili.  
Potencialni terapevtski mehanizmi vključujejo zmanjšanje izražanja genov za receptorje (12), 
vezavo protiteles, antagonistov receptorja (npr. BOC2) ali zaščitnih/inhibitornih molekul, ki 
razrešujejo vnetje in fibrozo (npr. LXA4 in RvD1). Vendar pa to ni vedno najugodnejša rešitev, 
saj imajo številni receptorji veliko različnih vlog, med katerimi so mnoge tudi pozitivne in 
nujno potrebne za normalno delovanje organizma. Primer tega je zaščitno delovanje TLR4 na 
epitelijskih celicah, kjer sta se z bleomicinom inducirana vnetje in fibroza pljuč poslabšala in 
zmanjšala preživetje mišk z delecijo receptorja TLR4, saj se alveolarne epitelijske celice niso 
mogle pravilno obnoviti zaradi manjkajočega receptorja TLR4 (4). Še posebej pomembno je, 
da zdravljenje tarčno usmerimo v inhibicijo aktivacije receptorjev, povzročeno s strani 
endogenih molekul, ne pa mikroorganizmov, s čimer bi ohranili ustrezen, želen odziv gostitelja 
na infekcijo. Pri tem bi se lahko osredotočili na inhibicijo ko-receptorjev, signalnih molekul, 
kinaz in transkripcijskih faktorjev. Ena od potencialnih, še precej neraziskanih možnosti, je tudi 
inhibicija endogenih molekul, kot sta SAA in TnC. Njihovo delovanje bi lahko regulirali s 
protitelesi, pri čemer so nekatere študije že preučile delovanje protiteles proti SAA (70, 71). 
Prav tako bi lahko omejili končne učinke in posledice vezave endogenih molekul, povezanih s 
poškodbo, kot je zaviranje delovanja vnetnih citokinov in fibrotičnih proteinov s protitelesi in 
inhibitornimi molekulami.   
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2. Namen, hipoteza in cilji 
2.1. Namen dela 
Endogeni molekuli, SAA in TnC, ki se izrazita ob poškodbi celic, aktivirata celice preko 
receptorja TLR4, SAA pa tudi preko receptorjev TLR2 in FPR2. Pri tem povzročata vnetne in 
fibrotične učinke. Na FPR2 se vežeta tudi molekuli LXA4 in RvD1. V našem raziskovalnem 
delu bomo preučevali vnetno in fibrotično delovanje SAA in TnC na mišje embrionalne 
fibroblaste (MEF), normalne človeške pljučne fibroblaste (NHLF), za primerjavo pa bomo 
analizirali njuno vnetno delovanje na mononuklearne celice periferne krvi (PBMC). Preučevali 
bomo tudi inhibitorno delovanje LXA4 in RvD1 na vnetne in fibrotične učinke TnC na NHLF. 
Prav tako bomo z uporabo protiteles proti SAA1 preučili omejevanje vnetnih učinkov SAA. 
2.2. Hipoteze 
 Geni TLR2, TLR4 in FPR2 so inducibilni po stimulaciji s SAA oz. TnC. 
 Za izražanje IL-6 in izločanje IL-6 v MEF sta potrebna receptorja TLR2 in TLR4. 
 Molekuli LXA4 in RvD1 inhibirata vnetne in fibrotične učinke TnC. 
 Protitelesa proti SAA1 blokirajo s SAA inducirano izločanje vnetnega citokina IL-6. 
2.3. Specifični cilji 
1) Določitev vplivov SAA in TnC na MEF preko: 
a) izražanja mRNA receptorjev TLR2, TLR4, FPR2,  
b) izražanja mRNA in izločanja proteina vnetnega citokina IL-6,  
c) izražanja mRNA proteina zunajceličnega matriksa COL1A1 in miofibroblastnega 
označevalca ACTA2, 
d) fosforilacije NF-κB. 
2) Določitev vplivov SAA, TnC, LXA4 in RvD1 na NHLF preko: 
a) izražanja mRNA receptorjev TLR2, TLR4, FPR2,  
b) izražanja mRNA vnetnega citokina IL-6,  
c) izražanja mRNA proteinov zunajceličnega matriksa COL1A1 in fibronektina ter 
miofibroblastnega označevalca ACTA2, 
d) določanja vpliva izoliranih protiteles proti SAA1 na delovanje SAA. 
3) V PBMC bomo določili: 
a) izražanje mRNA receptorjev TLR2, TLR4, FPR2, 
b) vpliv SAA in TnC na izločanje vnetnega citokina IL-6, 
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c) vpliv izoliranih protiteles proti SAA1 na delovanje SAA. 
Potrditve naših hipotez bi bile dobro izhodišče za nadaljnja preučevanja vnetnih in fibrotičnih 
učinkov SAA in TnC ter zaviralnih, protivnetnih in protifibrotičnih učinkov LXA4 in RvD1. 
Prav tako bi lahko ugotavljali pomen inhibicije receptorja FPR2 z BOC2 na delovanje ostalih 
receptorjev. Tovrstne ugotovitve bi lahko usmerile zdravljenje kroničnih vnetnih in fibrotičnih 
boleznih, pri katerih so prisotne visoke koncentracije SAA in/ali TnC, v inhibicijo signalizacije 
obeh molekul s protivnetnimi molekulami. Prav tako bi lahko naprej raziskovali uporabo 
protiteles proti SAA1 na zaviranje neželenih učinkov delovanja SAA na celice. 
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3. Materiali in metode 
3.1. Biološki material 
 mišji embrionalni fibroblasti (Mouse embrional fibroblasts; MEF); Kemijski 
inštitut, Ljubljana, Slovenija: 
o fibroblasti divjega tipa (WT) pasaži 4, 5 
o z izbitim genom TLR2 (TLR2 knockout, TLR2 KO), pasaži 3, 6 
o z izbitim genom TLR4 (TLR4 knockout, TLR4 KO), pasaža 6 
o z izbitima genoma TLR2/TLR4 (TLR2/4 knockout TLR2/4 KO), pasaža 6 
 normalni človeški pljučni fibroblasti (Normal human lung fibroblasts; NHLF), 
pasaža 6, Lonza, Walkersville, Maryland, ZDA 
 mononuklearne celice periferne krvi (Peripheral blood mononuclear cells; PBMC), 
izolirane iz polne krvi 5 dajalcev, LIR, UKC Ljubljana, Ljubljana, Slovenija 
 serum govejega ploda (Fetal Bovine Serum, FBS), Lonza, Walkersville, ZDA 
 hranilno gojišče za MEF: 
o osnovno gojišče DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - high 
glucose), Sigma Aldrich, 500 mL; dodana sta mu bila 2 M glutamin 10 mL 
in penicilin-streptamicin 10 mL 
o 10 % FBS (filtriran z 0,4 µm filtrom) 
 hranilno gojišče za NHLF: FGM-2 (Fibroblast Growth Medium): 
o osnovno gojišče FBM (Fibroblast Basal Medium; Lonza, 500 mL), dodan 
mu je bil SingleQuots FGM-2 (vsebuje insulin, hFGF in 
genatmicin/amfotericin) 
o 2 % FBS (filtriran z 0,4 µm filtrom) 
 hranilno gojišče za PBMC: RPMI 1640 (RPMI 1640 Medium), Stemcell 
Technologies, Vancouver, Kanada 
3.2. Reagenti 
 rekombinanti liofiliziran človeški serumski amiloid A (apo-SAA), 1 g/L, Peprotech, 
New Jersey, ZDA 
 rekombinanti liofiliziran človeški serumski amiloid A (SAA1), 1 g/L, Biolegend, San 
Diego, Kalifornija, ZDA 
 tenascin C, 0,1 mg/mL, Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, ZDA 
 lipoksin A4, 0,258 mg/mL etanola, Calbiochem, San Diego, ZDA 
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 resolvin D1, 100 µg/mL etanola, Cayman Chemical, Michigan, ZDA 
 BOC2, 10 nM, Genscript Biotech, New Jersey, ZDA  
 polimiksin B sulfat, 50 g/L, Merck Millipore, Massachusetts, ZDA 
 intravenski imunoglobulini (IVIg), 50 g/L, Octagam, Octapharma, Lachen, Švica 
 fosfatna puferska raztopina za celične kulture (BioWhittaker Dulbecco's PBS brez Ca, 
Mg), 10-kratna, 500 mL, Lonza, Walkersville, ZDA 
 voda za celične kulture (WFI),  500 mL, Lonza, Walkersville, ZDA 
 tripsin, 0,025 %, 100 mL, Lonza, Walkersville, ZDA 
 penicillin, streptamicin, Sciencell Research Laboratories, Carlsbad, ZDA 
 L-glutamin, 10 nM, Sciencell Research Laboratories, Carlsbad, ZDA 
 tripansko barvilo 0,4 % za štetje celic, 100 mL, Lonza, Walkersville, ZDA: 
o tripansko modrilo, 4,0 mg/L 
o NaCl, 8,5 mg/L 
 raztopina za zaščito celic ob zamrzovanju (Cryoprotective Medium), Lonza, 
Walkersville, ZDA (Hanks' BSS s 15 % dimetilsulfoksidom) 
 tekoči dušik za shranjevanje celic 
 20 %, 70 % in 96 % etanol, Lex, Portorož, Slovenija 
 voda brez nukleaz, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,  Massachusetts, ZDA 
 spiralni pufer za analizo ELISA za določitev mišjega IL-6 (PBS z 0,05 % Tween-20) 
 pufer za lizo celic RIPA, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Teksas, ZDA  











Sestavine Ločitveni gel (3 %) Koncentracijski gel (12 %) 
destilirana voda 5,52 mL 5,8 mL 
30% raztopina akrilamid/ 
bis-akrilamid 
0,8 mL 8 mL 
10 ut/vol % SDS 0,08 mL 0,2 mL 
Tris/TEMED 1 mL (0,5 M Tris-Cl pH 
6,8) 
5 mL (1,5 M Tris-Cl pH 
8,8) 
10 ut/vol % amonijevega 
 Persulfata 
0,6 mL 1 mL 
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 pufra za pripravo gelov: 
1,5 M Tris-Cl pH 8,8 0,5 M Tris-Cl pH 6,8 
TRIS 18,2 g TRIS 6,1 g 
dest. voda 100 mL dest. voda 100 mL 
umeri s HCl do pH 8,8 umeri s HCl do pH 6,8 
 reducirajoči pufer SDS: 
Tris-Cl pH 6,8 250 mM 5 mL 
SDS 8 ut/vol % 1,6 g 
Glicerol 40 vol/vol % 8 mL 
2-merkaptoetanol 20 vol/vol % 4 mL 
bromfenol modro 0,02 ut/vol % 4 mg 
destilirana voda  do 20 mL 
 pufer za elektroforezo 1: 
o Tris, 3,0 g 
o glicin, 14,5 g 
o destilirana voda do 1000 mL 
 pufer za elektroforezo 2: enako kot pufer za elektroforezo 1; dodali smo še SDS do 
koncentracije 0,1 % (1 mL 10 % raztopine SDS na 100 mL pufra) 
 barvilo Coomassie Brilliant Blue, Sigma, St. Louis, ZDA 
 barvilo Ponceau S Red Staining Solution Concentrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Misuri, ZDA (0, 1 % Ponceau S s 5 % ocetno kislino) 
 2-merkaptoentanol 
 označevalec molekulske mase proteinov za SDS-PAGE (CozyHi Prestained Protein 
Ladder), HighQu, GmbH, Kraichtal, Nemčija 
 pufer za prenos na membrano za prenos western: 
o glicin, 21, 6 g 
o Tris, 4,5 g 
o metanol, 300 mL 
o destilirana voda, 1 L 
o tik pred uporabo smo dodali 1,5 mL 10 % raztopine SDS v 1 L pufra 
 pufer TBS (fiziološka raztopina, pufrana s Tris), pH 7,4: 
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o Tris-HCl, 0,605 g 
o NaCl, 4,385 g 
o destilirana voda, 500 mL 
 pufer TBS s Tween 20, pH 7,4: enako kot prejšnji pufer; dodali smo 0,05 % Tween 
 pufer za blokado: 
o posneto mleko v prahu, 5 g 
o pufer TBS z 0,05 % Tween 20 (pH 7,4), 100 mL 
 pufer za odstranjevanje protiteles z nitrocelulozne membrane, 50 mL: 
o SDS 2 %, 1 g 
o Tris-HCl (62,5 mM, pH 6,8), 0,378 g 
o merkaptoetanol (100 nM), 0,39 g 
o destilirana voda, 50 mL 
 primarna protitelesa, redčena v 5 % pufru BSA-TBS-Tween (1:1000), usmerjena: 
o proti človeškemu kolagenu (Goat Anti-Type I Collagen – UNLB), 
SouthernBiotech, Birmingham, ZDA 
o proti človeškemu ACTA2 (Mouse Anti-Actin, α-SMA Monoclonal 
Antibody), Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
o proti človeškemu in mišjemu α-tubulinu (Rabbit Anti-α-tubulin Antibody), 
Abcam, Cambridge, Združeno kraljestvo 
o proti človeškemu NF-κB (Rabbit NF-κB Antibody), Cell Signaling 
Technologies, Danvers, Massachusetts, ZDA 
o proti človeškemu fosforiliranemu pNF-κB (Rabbit pNF-κB Antibody), Cell 
Signaling Technologies, Danvers, Massachusetts, ZDA 
o proti človeškemu SAA1, Bia Separations, Ajdovščina, Slovenija 
 sekundarna protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo, redčena v pufru za 
blokado (1:1000), usmerjena: 
o proti mišjim IgG (Anti-mouse IgG HRP), Cell Signaling 
Technology,  Danvers, Massachusetts, ZDA 
o proti zajčjim IgG (Anti-rabbit IgG HRP), Cell Signaling 
Technology,  Danvers, Massachusetts, ZDA 
o proti kozjim IgG (Anti-goat IgG HRP), Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
Teksas, ZDA 
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o proti človeškim IgG (Anti-human IgG HRP), Promega, Madison, 
Wisconsin, ZDA 
 femto luminol (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate), Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA (luminol/ojačevalec in stabilni 
peroksidni pufer, 1:1) 
 pico luminol (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate), Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA (luminol/ojačevalec in stabilni 
peroksidni pufer, 1:1) 
 pufer glicin s pH 2,5; 0,1 M 
 pufer Tris s pH 9; 1 M 
 destilirana voda 
 razkužilo  
3.3. Analizni kompleti 
 analizni komplet za izolacijo mRNA iz MEF in NHLF (Quick-RNA Microprep 
Kit), Zymo Research, Kalifornija, ZDA 
 analizni komplet za izolacijo mRNA iz PBMC (QIAamp RNA Blood Mini Kit), 
Qiagen, Hilden, Nemčija 
 analizni komplet za obratno transkripcijo (1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
PCR AMV), Roche, Basel, Švica 
 analizni komplet za verižno reakcijo s polimerazo (5x FIREpol 
HOT EvaGreen qPCR Mix Plus ROX), Solis BioDyne, Tartu, Estonija 
 analizni komplet za določanje človeškega IL-6 z encimskoimunskim testom 
(Immunoassay Kit Human IL-6), Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA 
 analizni komplet za določanje mišjega IL-6 z encimskoimunskim testom (ELISA 
MAX Deluxe Set Mouse IL-6), Biolegend, San Diego, Kalifornija, ZDA 
 analizni komplet za mikoplazmo (MycoAlert Mycoplasma Detection Kit), Lonza, 
Gampel-Bratsch, Švica 
3.4. Aparature in pripomočki 
 tehtnica, Mettler Toledo XPR3003S, Ljubljana, Slovenija 
 vrtinčnik, Vortex, Assister, Sondheim, Nemčija 
 stresalnik, Promax 1020, Heidolph Zentrifugen, Tuttlingen, Nemčija 
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 magnetno mešalo, RTC basic IKAMAG saftey control, IKA, Staufen, Nemčija 
 centrifuge: 
o Universal 320R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Nemčija 
o 3K30, Sigma, Saint Louis, Missouri, ZDA 
o 5430R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 vodna kopel, Water Bath TW8, Julabo, Seelbach, Nemčija 
 avtoklav A-11, Kambič Laboratorijska oprema, Semič, Slovenija 
 pH meter, Mettler Toledo SevenEasy, Corning Science Products, New York, ZDA 
 sektrofotometer Nanodrop, Nanodrop 2000c Spectrophotometer, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA 
 aseptična komora z laminarnim pretokom zraka, LaminAir scan 1.2, Holten, Danska 
 celični inkubator, Heto-Holten cellhouse 154, Astel, Francija  
 avtomatski števec celic Countess, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA 
 inverzni mikroskop, Eclipse TS100, Nikon, Japonska 
 vakuumska črpalka, Vacuum Pump XF54 230 50, Millipore, Francija 
 PCR, 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Velika Britanija 
 aparatura za PCR v realnem času, Step One Real-Time PCR System, Applied 
Biosystems, Cambridge, Velika Britanija 
 spektrofotometrični čitalec mikrotitrskih plošč, Sunrise, Tecan, Männedorf, Švica 
 aparatura za elektroforezo in western prenos, BioRad Mini Protean celica, Mini-
PROTEAN Tetra System, Bio-rad, Hercules, Kalifornija, ZDA 
 G-BOX F3, Syngene, Cambridge, Velika Britanija 
 sušilnik za sušenje gela 
 CIMmultus kolona, 1 mL, Bia Separations, Ajdovščina, Slovenija 
 HPLC, Knauer Smartline HPLC, Berlin, Nemčija  
3.5. Drobni laboratorijski material 
 nastavki za pipetiranje (10, 100, 200, 300, 1000 µL), Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 sterilni nastavki za pipetiranje s filtrom (10, 200, 1000 µL), Eppendorf, Hamburg, 
Nemčija 
 avtomatske pipete (10, 20, 100, 200, 1000 µL), Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 multipipete (100, 300 µL), Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 pasteur pipete 
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 kapalke 
 brizge (5, 10 mL) 
 Hamilton brizga, 10, 50 µL, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
 pinceta 
 sterilni filtri za enkratno uporabo, velikost por 0,4 µm, Minisart, Sartorious, 
Göttingen, Nemčija 
 filtri za večkratno uporabo, velikost por 0,45µm, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 Wash Amicon ultra filtri, 100 kDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
 mikrocentrifugirka 1,5 mL, Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 mikrocentrifugirka 0,15 mL, PCR tubes, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 centrifugirne epruvete 15, 50 mL, Greiner, Kremsmünster, Avstrija 
 gojilna posoda za gojenje celičnih kultur 75 cm2, 150 cm2, TPP, Trasadingen, Švica 
 testne 6-prekatne plošče, TPP, Trasadingen, Švica 
 testne 24-prekatne plošče, TPP, Trasadingen, Švica 
 mikrotitrska plošča z 96 prostorčki, Nunc Multiwell Plates - 96 wells, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA 
 mikrotitrska plošča z 48 prostorčki za PCR, Applied Biosystems, Foster City, 
Kalifornija, ZDA 
 plošča za merjenje luminiscence, Nunc, Roskilde, Danska 
 nitrocelulozna membrana 
 filter papir 
 PVC folija 
 samolepilna folija za mikrotitrsko ploščo, Applied Biosystems, Foster City, 
Kalifornija, ZDA 
 steklene čase (50, 2000, 5000 mL) 
 steklene merilne bučke (50, 250, 500, 1000 mL) 
 plastične posodice za nitrocelulozno membrano 
 magnet za mešanje 
 pripomočki za odvzem krvi 
 epruveta za vensko kri, BD Vacutainer CPT Mononuclear Cell Preparation, BD 
Biosciences, New Jersey, ZDA 
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3.6. Eksperimentalno delo 
 Delo s celičnimi kulturami 
Delo smo izvajali v laboratoriju za delo s celičnimi kulturami v aseptični komori z linearnim 
pretokom zraka, pri aseptičnih pogojih. Uporabljali smo ustrezno zaščitno opremo, sterilne 
nastavke s filtrom in avtoklavirane mikrocentrifugirke. Delovne površine in material, ki smo ga 
vnesli v aseptično komoro, smo razkužili z razkužilom in 70 % etanolom pred in po koncu 
uporabe. Za razkuževanje komore smo uporabljali tudi UV lučko. Eksperimente smo naredili 
na treh različnih celičnih tipih: na MEF, NHLF in PBMC. Celice smo gojili v celičnem 
inkubatorju pri pogojih 37 °C, 5 % CO2. 
 Izolacija in gojenje MEF in NHLF 
MEF smo pridobili iz zarodkov miši, ki so jih gojili na Kemijskem inštitutu v Ljubljani,  NHLF 
pa smo kupili pri Lonza. NHLF in štiri različne tipe MEF, in sicer WT, TLR4 KO, TLR2 KO 
in TLR2/4 KO, smo nasadili v gojilne posode. MEF WT smo nasadili v gojilno posodo velikosti 
75 cm2, ostale štiri tipe pa na površino 150 cm2.  
Hranilno gojišče, ki smo ga uporabili za MEF, smo pred uporabo segreli na 37 °C. V gojilno 
posodo za WT smo dodali 15 mL ogretega gojišča, v ostale tri pa 30 mL. Tudi za NHLF smo 
pred uporabo hranilno gojišče segreli na 37 °C in ga v gojilno posodo dodali 30 mL. V tako 
pripravljene gojilne posode smo v aseptičnih pogojih dodali ustrezni tip celic, ki so bile 
predhodno zamrznjene v tekočem dušiku. Odtalili smo jih v vodni kopeli na 37 °C približno 5 
minut. Celične kulture smo gojili v celičnem inkubatorju in po približno štirih urah zamenjali 
hranilno gojišče, da smo odstranili vse mrtve celice in odvečni DMSO, v katerem so bile 
shranjene zamrznjene celice. Celice smo nato naprej gojili v celičnem inkubatorju. Tekom rasti 
smo jih opazovali z mikroskopom in ustrezno menjali gojišče s svežim.  
 Tripisinzacija in nasaditev MEF in NHLF na 6-prekatne plošče 
Ko so celice dosegle 90 % konfluentnost (po približno petih dneh), smo jih s pomočjo 
tripsinizacije precepili na 6-prekatne plošče (površina enega prekata je bila 9,6 cm2), kjer smo 
opravili stimulacijo celic. Presaditev MEF WT smo izvedli tako, da smo najprej s pomočjo 
vakuumske črpalke posrkali gojišče in celice dvakrat sprali z 10 mL PBS, ogretim na 37 °C. 
Nato smo jim dodali 4 mL tripsina in jih inkubirali na 37 °C dve minuti. Ko je bila večina celic 
odlepljenih, smo tripsin nevtralizirali z 8 mL gojišča, ki smo ga uporabili za gojenje MEF. Pri 
ostalih treh celičnih tipih MEF in pri NHLF smo naredili enak postopek tripsinizacije z 
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dvakratnim volumnom vseh uporabljenih kemikalij in ustreznimi gojišči. Odlepljene celice smo 
zbrali v 50 mL epruveto in jih centrifugirali (300  g, 5 minut). Supernatant smo odstranili s 
srkanjem in celice resuspendirali v ustreznem gojišču za določen celični tip (približno 12 mL) 
in jih prenesli v 6-prekatne plošče, pri čemer je bil končni volumen v posameznem prekatu 1 
mL celične suspenzije v ustrezni koncentraciji. Celice so nato rastle v celičnem inkubatorju, 
dokler niso dosegle ustrezne gostote (približno 5 dni). V tem času smo ustrezno menjali gojišče. 
 Štetje celic 
Preden smo celice nasadili na 6-prekatne plošče, smo preverili njihovo količino in živost z 
napravo Countess (Invitrogen). Postopek smo izvedli tako, da smo zmešali 10 µL celične 
suspenzije z 10 µL modrega barvila tripan in izvedli avtomatsko štetje celic. Živost je bila 
vedno nad 85 %. Glede na količino celic smo jim dodali ustrezen volumen gojišča, da smo 
dosegli koncentracijo približno 5105 celic na posamezen prekat. Celice smo prešteli tudi po 
koncu stimulacije, da smo preverili, da ni na živost vplivala sama stimulacija z reagenti. 
 Izolacija in gojenje PBMC 
PBMC smo izolirali iz venske krvi 4 zdravih darovalcev s pomočjo BD Vacutainer CPT 
Mononuclear Cell Preparation Tube. Po odvzemu smo jo znotraj dveh ur centrifugirali 30 minut 
na 1700  g na sobni temperaturi. S pasteur pipeto smo previdno ločili PBMC od plazme in 
gela Ficoll in jih prenesli v 50 mL epruveto; preostanek smo zavrgli. Celice smo sprali s 50 mL 
PBS, segretim na 37 °C, in ponovno centrifugirali 10 minut pri 300  g na sobni temperaturi. 
Supernatant smo odstranili s pomočjo vakuumske črpalke in postopek spiranja ponovili z 10 
mL PBS in centrifugiranjem pri istih pogojih. Supernatant smo ponovno odstranili. Celice smo 
nato resuspendirali v RPMI 1640, segretem na 37 °C, in jih gojili na 6- oz. 24-prekatni plošči. 
Gojili smo 2106 celic na prekat v 6-prekatni plošči v 1 mL gojišča. Celice smo gojili eno uro 
v celičnem inkubatorju, da so se prilepile na površino plošče. Po tem času smo dodali sveže 
gojišče in izvedli stimulacijo.  
 Priprava celic na stimulacijo 
Ko so celice MEF in NHLF na 6-prekatni plošči dosegle 90 % konfluentnost, smo najprej 
odstranili izrabljeno gojišče in jim dodali 1 mL svežega (za NHLF FGM-2 z 0,1 % FBS; za 
MEF DMEM z 0,1 % FBS). Nato smo jih inkubirali dve uri v celičnem inkubatorju. Po tem 
času smo gojišče odstranili, ga zamenjali s svežim (enaka sestava) in izvedli stimulacijo. PBMC 
so bile štiri ure po nasaditvi pripravljene za stimulacijo brez posebne predpriprave. 
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 Izvedba eksperimentov na MEF, NHLF in PBMC 
Celice smo stimulirali s SAA in TnC. Hkrati smo testirali inhibicijo TnC z dodatkom 
protivnetnih reagentov LXA4 in RvD1 ter inhibicijo SAA z inhibitorjem FPR2 BOC2. Na 
celicah smo testirali delovanje protiteles proti SAA1, pridobljenih iz IVIg (Octagam) in sam 
IVIg. Celice smo ločeno stimulirali s SAA ter s SAA in polimiksin B sulfatom, da bi preverili, 
ali bi hkratna stimulacija SAA s polimiksin B sulfatom znižala izločanje IL-6 v primerjavi s 
samim SAA. Na tak način bi preverili, če je vnetno delovanje (zvišano izločanje IL-6), ki ga 
povzroči SAA, posledica prisotnosti ostankov LPS v reagentu, saj je bil pripravljen s pomočjo 
E. coli. Ti ostanki lahko tudi zvišajo izločanje IL-6. 
SAA in TnC sta bila dodana neposredno na celice. LXA4 smo redčili s PBS ali z gojiščem 
(DMEM oz. FGM-2 z 0,1 % FBS) najprej v razmerju 1:76 in dodali 10 µL te redčitve v 1 mL 
gojišča na celicah, da smo dosegli delovno koncentracijo 100 nM (končna redčitev 7520-
kratna). RvD1 smo za končno koncentracijo 200 nM redčili najprej 13,85-krat s PBS in nato 10 
µL redčine prenesli v 1 mL hranilnega gojišča. BOC2 smo pred uporabo redčili 254,6-krat do 
končne koncentracije 10 nM. LXA4, RvD1 in BOC2 smo na celice nanesli 30 minut pred 
dodatkom SAA oz. TnC in jih inkubirali v celičnem inkubatorju. Po dodatku vseh reagentov 
smo plošče s celicami malce pretresli, da smo zagotovili, da so se reagenti dobro premešali z 
gojiščem. Polimiksin B (50 g/L) sulfat smo pred uporabo redčili 1660-krat s PBS in za 
delovanje uporabili koncentracijo 30 µg/mL. Tako pripravljen polimiksin B sulfat in SAA smo 
zmešali v ustreznih volumnih ter dopolnili s hranilnim gojiščem DMEM z 0,1 % FBS do 
končnega volumna 1 mL. Tako pripravljeno mešanico smo za 30 minut segrevali na 37 °C. Po 
končani inkubaciji smo dodali reagent na celice. Tudi prečiščena protitelesa proti SAA1 in 
redčen IVIg (1:250, s PBS) smo predhodno zmešali s SAA in ustreznim hranilnim gojiščem za 
določen celični tip (DMEM/FGM-2 z 0,1 % FBS), jih inkubirali 30 minut na 37 °C in jih šele 
nato dodali na celice. Celice smo tekom stimulacije gojili v celičnem inkubatorju. Za analizi 
qPCR in ELISA smo jih stimulirali 24 in/ali 48 ur, za detekcijo fosforilacije NF-κB z metodo 
prenos western 45 minut, za analizo vsebnosti proteinov, povezanih s fibrotičnimi procesi z 
metodo prenos western pa 48 ur. 
 Pobiranje celic 
Po koncu inkubacije (45 minut oz. 24/48 ur) smo odpipetirali supernatant v 1,5 mL 
mikrocentrifugirke in jih centrifugirali (300  g, 5 minut, sobna temperatura), da bi odstranili 
celice, ki bi lahko bile prisotne. Zgornjih 850 µL supernatanta smo prenesli v sveže 
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mikrocentrifugirke in jih shranili na -20 °C. Celice za analizo qPCR smo lizirali s pufrom za 
lizo RNA z volumnom 300 µL/prekat, za prenos western pa s pufrom RIPA z volumnom 150 
µL/prekat in jih shranili na -80 °C. 
 Test za mikoplazmo 
Celični supernatant MEF smo testirali na morebitno okužbo z mikoplazmo. Za analizo smo 
uporabili analizni komplet MycoAlert Assay Control Set, ki smo ga pred uporabo segreli na 
sobno temperaturo. Analizo smo izvedli po navodilih proizvajalca analiznega kompleta.  
 Izolacija RNA iz celičnih lizatov MEF in NHLF ter iz PBMC 
RNA smo iz liziranih celic MEF in NHLF izolirali s pomočjo analiznega kompleta Quick-RNA 
Microprep Kit (Zymo Research) po navodilih proizvajalca, iz PBMC iz polne krvi 2 darovalcev 
pa s pomočjo analiznega kompleta QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen) po navodilih 
proizvajalca. Koncentracijo RNA smo izmerili z Nanodropom (absorbanca pri valovni dolžini 
280 nm, razmerje A260/A280 več kot 1,8) in jo shranili na -80 °C.  
 Obratna transkripcija v cDNA 
Za prepis RNA v cDNA smo uporabili komplet 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR 
(Roche). Pripravili smo mešanico za obratno transkripcijo z reagenti, navedenimi v Preglednici 
III. Prepis smo izvedli s pomočjo PCR (2720 Thermal Cycle), pri pogojih, navedenih v 
Preglednici IV.  Komplet in vzorce smo segreli na sobno temperaturo.  
Preglednica III: Sestavine mešanice za obratno transkripcijo.                      Preglednica IV: Pogoji za obratno transkripcijo. 
 
 
Zaradi nestabilnosti RNA smo vzorce imeli na ledu. Po predhodnem izračunu koncentracije iz 
absorbance pri 280 nm smo jih ustrezno redčili z vodo brez nukleaz do skupnega volumna 8,2 
µL za končno maso 250 ng (MEF, PBMC) oz. 500 ng (NHLF). Redčenim vzorcem smo dodali 
Reagent  Volumen za 1 vzorec 
10-kratni reakcijski pufer 2 µL 
25 mM MgCl2 4 µL 
mešanica deoksinukleotidov 2 µL 
oligo-p(dT) začetniki 2 µL 
RNAzni inhibitor 1 µL 
reverzna transkriptaza  AMV 0,8 µL 
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11,2 µL mešanice za obratno transkripcijo do skupnega volumna 20 µL. Po izvedbi obratne 
transkripcije smo cDNA redčili z vodo brez nukleaz na 2 µg/µL in jo shranili na -20 °C. 
 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Preglednica V: Sestavine mešanice za qPCR. 
Analizo izražanja genov smo 
izvedli s pomočjo analiznega 
kompleta HOT FIREPol 
EvaGreen qPCR Mix Plus in 
napravo Step One Real-Time 
PCR System. Vzorce cDNA in 
analizni komplet smo pred uporabo segreli na sobno temperaturo. Pripravili smo mešanico za 
analizo s qPCR (Preglednica V). Uporabili smo mišje in človeške začetne oligonukleotide 
(Preglednica VI). 
Preglednica VI: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov. 
Gen Nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotidov 
hGAPDH F: 5'-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3'         R: 5'-ACATCGCTCAGACACCATG-3' 
hIL-6 F: 5'-GTAGCCGCCCCACACAGA-3'                    R: 5'-CATGTCTCCTTTCTCAGGGCTG-3' 
hFN1 F: 5'-CGTGGTTGTATCAGGACTTATG-3'          R: 5'-CTTGATGGTTCTCTGGATTGG-3' 
hCOL1A1 F: 5'-GCTGGTGTGATGGGATTC-3'                    R: 5'-GGGAACACCTCGCTCT-3' 
hACTA2 F: 5'-CAGGGCTGTTTTCCCATCCAT-3'             R: 5'-GCCATGTTCTATCGGGTACTTC-3' 
hTLR2 F: 5'-CAAATCCTGAGAGTGGGAAATA-3'        R: 5'-TGTATTCGTGTGCTGGATAAG-3' 
hTLR4 F: 5'-GAGGGATAAAGGGTGGAATAAG-3'       R: 5'-TGGGTGTGGAAGAAAGAAAG-3' 
hFPR2 F: 5'-AGTCTGCTGGCTACACTGTTC-3'             R: 5'-TGGTAATGTGGCCGTGAAAGA-3' 
mL32 F: 5'-CCTCTGGTGAAGCCCAAGATC-3'            R: 5'-TCTGGGTTTCCGCCAGTTT-3' 
mIL-6 F: 5'-CTCTGGGAAATCGTGGAAAT-3'              R: 5'-TGTACTCCAGGTAGCTATGG-3' 
mCOL1A1 F: 5'-TGAAGTCAGCTGCATACAC-3'                 R: 5'-AGTCCAGTTCTTCATTGCAT-3' 
mACTA2 F: 5'-GCTATGTGTGAAGAGGAAGAC-3'          R: 5'-GCCCATTCCAACCATTACT-3' 
mTLR2 F: 5'-GGATCTTGTTTCTGAGTGTAGG-3'         R: 5'-GCGTCTCCCTCTATTGTATTG-3' 
mTLR4 F: 5'-TGAGGACTGGGTGAGAAATGAG-3'       R: 5'-TGGATGATGTTGGCAGCAATG-3' 
mFPR2 F: 5'-TTGCTCTCATTGCCTTGG-3'                     R: 5'-CAACAACCACCTTCCTAGC-3' 
 
Pomnoževanje cDNA smo izvedli v mikrotitrski plošči (Preglednica VII). V vsako luknjico 
smo dodali 5 µL mešanice za qPCR in 5 µL cDNA (10 ng). Ploščo smo dobro zalepili s 
samolepilno folijo, da bi preprečili izhlapevanje vzorca.  
Komponenta Volumen za 1 vzorec 
Eva Green 2 µL 
voda brez nukleaz 2,4 µL 
sprednji začetni oligonukleotid 0,3 µL 
zadnji začetni oligonukleotid 0,3 µL 
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Preglednica VII: Postopek pomnoževanja cDNA. 
Postopek Temperatura [°C] Čas  Številno ciklov 
začetna aktivacija 95 12 min 1 
denaturacija  95 15 s  
40 prileganje  60-65 20 s 
podaljševanje 72 20 s 
 
Rezultat izražanja tarčnega gena smo normalizirali glede na izražanje referenčnega gena 
(endogeno kontrolo), ki se je v celicah izražal enakomerno in neodvisno od zunanjih 
dejavnikov. Pri MEF smo uporabili gen L32, pri NHLF in PBMC pa GAPDH. Za vsak gen smo 
določili CT (ang. cycle treshold) – cikel, kjer fluorescenca preseže določeno raven. Rezultate 
izražanja smo predstavili kot mnogokratnik spremembe (FC), ki predstavlja razmerje med 
izražanjem tarčnega in referenčnega gena v primerjavi z referenčnim genom.  
 Test ELISA za detekcijo IL-6 
Test ELISA za določitev mišjega IL-6 smo izvedli s pomočjo analiznega kompleta ELISA 
MAX Deluxe Set Mouse IL-6, test ELISA za določitev človeškega IL-6 pa s pomočjo 
analiznega kompleta Invitrogen Hu IL-6 ELISA; oba po navodilih proizvajalca. Absorbanco 
smo izmerili s čitalnikom Tecan Infinite F200 Pro pri 450 nm. S pomočjo standardne krivulje 
smo izračunali koncentracijo IL-6 v vzorcih. 
 SDS-PAGE, prenos western in imunska detekcija proteinov 
Proteine, povezane s procesom fibroze, ki so jih vsebovali celični lizati NHLF, fosforilacijo 
NF-κB v MEF ter čistost protiteles proti SAA1 smo analizirali s pomočjo metode SDS-PAGE 
in prenosa western. Celične lizate in reagente smo pred uporabo segreli na sobno temperaturo. 
Metode SDS PAGE, prenos western in imunsko detekcijo proteinov smo izvedli po navodilih 
iz magistrske naloge Katje Harc (82). Primarna protitelesa, ki smo jih uporabili, so bila za 
kolagen, ACTA2, NF-κB, fosforilirano obliko NF-κB (pNF-κB), SAA1 in α-tubulin kot 
referenčno protitelo, na katerega smo normalizirali količino proteinov. Za detekcijo proteinov 
smo uporabili barvilo femto pri kolagenu, NF-κB, pNF-κB, SAA1 in α-tubulinu ter barvilo pico 
za ACTA2.  
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 Izolacija protiteles proti SAA1 
Izolacijo protiteles proti SAA1 iz IVIg smo izvedli v biofarmacevtskem podjetju Bia 
Separations. Izolacijo smo izvedli na HPLC. Podatke smo analizirali s programsko opremo 
ChromGate. Uporabili smo kromatografsko monolitsko aldehidno kolono CIMmultus (Bia 
Separations) z volumnom 1 mL. Nanjo je bilo vezanega 2 µg  SAA1 (Biolegend). Shranjena je 
bila v 20 % etanolu in zaprta s čepom. Protitelesa proti SAA1 smo izolirali iz raztopine IVIg 
(Octagam, 50 mg/mL), ki smo jo pred uporabo redčili s PBS v razmerju 1:10. Na HPLC smo 
nanašali 20 mL raztopine pri pretoku 2-4 mL/min. Za redčenje in spiranje smo uporabili PBS z 
dodanim NaCl s pH 7,1, za elucijo smo uporabili pufer glicin 0,1 M s pH 2,5, za nevtralizacijo 
glicina pa nevtralizacijski pufer 1 M Tris s pH 9. Vse smo pred uporabo filtrirali s filtrom 
velikosti 0,45 µm. 
 Postopek izolacije protiteles proti SAA1 
Kolono smo najprej sprali z 20 mL PBS, pri pretoku 2 mL/min. Nato smo nanjo nanesli 20 mL 
redčenega IVIg. Iz raztopine so se na kolono, na kateri je bil nanešen SAA1, vezala protitelesa 
proti SAA1. Kolono smo dvakrat sprali s PBS, 5 minut pri pretoku 4 mL/min, in nato protitelesa 
eluirali z glicinom s pH 2,5 pri pretoku 2 mL/min. Naslednje nanose smo izvedli po enakem 
postopku in ločeno zbirali tri frakcije: frakcija 1, frakcija 2 in frakcija 3. V prvi frakciji je bila 
večina protiteles, v drugi jih je ostalo zelo malo, medtem ko jih v tretji ni bilo več. Posamezne 
frakcije smo nevtralizirali z 90 µL nevtralizacijskega pufra Tris 1 M s pH 9 in preverili z lističi 
pH (med 7 in 8). Na Nanodropu smo nato izmerili koncentracijo protiteles pri valovni dolžini 
280 nM. Za slepo kontrolo smo uporabili 1 mL 0,1 M glicina s pH 2,5 in 100 µL 1 M Tris s pH 
9.  Nato smo kolono spirali s PBS 5 minut pri pretoku 4 mL/min, da smo sprali nevezane IgG. 
Skupno smo izolirali približno 2,34 mg protiteles IgG proti SAA1 iz približno 210 mL redčenga 
Octagama (1 g IgG).  
 Čiščenje protiteles proti SAA1 
Izoliranim protitelesom proti SAA1 smo menjali pufer, jih očistili in skoncentrirali. Uporabili 
smo kolone Wash Amicon z velikostjo por 100 kDa (protitelesa imajo velikost približno 150 
kDa). Kolone smo najprej sprali s pomočjo pipete s sterilnim PBS z volumnom 6 mL. Nato smo 
jih centrifugirali 5 minut na sobni temperaturi, 2700  g. Izhodiščno raztopino smo zavrgli. 
Dodali smo vzorec – izolirana protitelesa proti SAA1, z volumnom približno 4,5 mL. Kolone 
smo centrifugirali 20 minut na sobni temperaturi, 2700  g. Protitelesa so ostala na koloni, 
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izločeno raztopino pa smo prenesli v 15 mL epruveto. Dodali smo 6 mL PBS in centrifugirali 
pri enakih pogojih kot v prejšnjem koraku. Ta postopek smo ponovili še dvakrat pri istih 
pogojih. Nato smo koncentriranim protitelesom na koloni dodali 2 mL PBS in jim izmerili 
koncentracijo na Nanodropu (absorbanca pri valovni dolžini 280 nm). 
 Izolacija, gojenje in stimulacija PBMC ter NHLF s protitelesi proti SAA1 
PBMC smo izolirali iz krvi zdravega darovalca krvi po enakem protokolu, kot je opisan pri 
izolaciji PBMC. Nasadili smo jih v 24-prekatno ploščo, približno 5105 celic na prekat. Končni 
volumen celične suspenzije z gojiščem RPMI je bil 0,5 mL na prekat. NHLF smo pridobili iz 
dveh različnih darovalcev. Gojili smo jih po enakem postopku kot prej opisano.  
Uporabili smo dva različna SAA, in sicer SAA1 od Biolegend in apo-SAA od Peprotech. V 
mikrocentrifugirki smo ju ločeno zmešali s protitelesi proti SAA1 oz. z IVIg. Pri PBMC smo 
imeli končen volumen 250 µL, pri NHLF 500 µL. Razliko do teh volumenov smo dopolnili z 
ustreznim hranilnim gojiščem. Tako pripravljene reagente smo inkubirali 30 minut na 37 °C. 
Gojišče na celicah smo s pomočjo vakuumske črpalke posrkali in dodali 250 µL svežega za 
PBMC in 500 µL za NHLF ter na celice nanesli reagente. Pri PBMC smo po štirih urah pobrali 
400 µL supernatantov v 1,5 mL mikrocentrifugirke in jih centrifugirali 5 minut na 300  g, 
sobna temperatura, da bi se znebili celic. Nato smo jih prenesli v sveže mikrocentrifugirke in 
shranili na -30 °C. K celicam smo dodali 400 µL svežega gojišča RPMI in jih gojili še naprej v 
celičnem inkubatorju do konca 24-urne stimulacije. Pri NHLF je bil čas stimulacije 24 ur. 
Supernatante smo pobrali po enakem postopku. 
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4. Rezultati in razprava 
Eksperimentalno delo smo izvajali na stromalnih celicah – MEF in NHLF, kot dodatek pa smo 
naredili še primerjavo z imunskimi celicami (PBMC). Celice smo stimulirali z dvema s 
poškodbo povezanima molekulama, ki sta pri kroničnih vnetnih in fibrotičnih boleznih prisotna 
v zvišanih koncentracijah: SAA (18, 19) in TnC (7, 11, 28). Oba zvečata izražanje in izločanje 
vnetnih citokinov (9, 26, 27) in nekaterih proteinov, povezanih s fibrozo (7, 72). Uporabili smo 
tudi dve endogeni molekuli LXA4 in RvD1, da bi potencialno zmanjšali vnetne in fibrotične 
učinke TnC. Vnetne učinke SAA smo omilili z uporabo protiteles proti SAA1. 
4.1. MEF 
 4.1.1. Analiza izražanja genov  
 Izražanje mRNA receptorjev TLR2, TLR4 in FPR2  
S pomočjo analize izražanja receptorjev na nestimuliranih celicah smo dobili primerjalno 
informacijo o prisotnosti posameznega receptorja v različnih celičnih tipih (Preglednica VIII). 
Vrednosti endogene kontrole so bile enake pri vseh štirih celičnih tipih. Z analizo qPCR smo 
potrdili tudi, da je dotični receptor na celičnih linijah z izbitim genom res manjkal. Podatka o 
učinkovitosti podvojevanja nimamo, vendar smo lahko naredili nekatere zaključke. V WT je 
bilo največ izraženega gena TLR4, sledi FPR2 in nato TLR2. Pri ostalih dveh tipih je bilo gena 
TLR več kot FPR2. Tako smo ugotovili, da celice izražajo različno razmerje receptorjev, kar 
bo najverjetneje povzročilo različno dovzetnost na dražljaje in posledično bolj/manj 
intenzivnejši odziv. 
Preglednica VIII: Izražanje genov za receptorje v nestimuliranih MEF, podano v ciklih. 
V štirih različnih tipih MEF, kjer 
nismo izvedli stimulacije, smo z 
metodo qPCR analizirali 
izražanje genov za receptorje. 
Vrednosti so podane kot cikli. 
Legenda: WT – nemutirane 
celice; TLR4 KO – celice z 
izbitim genom TLR4; TLR2 KO 
– celice z izbitim genom TLR2; TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; TLR2 – receptor podoben Tollu 2; 
TLR4 – receptor podoben Tollu 4; FPR2 – N-formil peptidni receptor 2. 
 
 
gen TLR2  TLR4  FPR2  
WT 32 26 28 
TLR4 KO 31 / 31 
TLR2 KO / 28 33 
TLR2/4 KO / / 33 
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o Izražanje mRNA receptorjev TLR2 in TLR4 
Izražanje gena TLR2 smo po stimulaciji s SAA, TnC in BOC2 preverili na WT in TLR4 KO 
celicah, izražanje TLR4 pa na WT in TLR2 KO, saj ostala dva celična tipa ne izražata receptorja 
TLR (Slika 2 A-C). Znano je da je izražanje gena TLR2 pri vnetnem dražljaju inducibilno, kar 
je bilo dokazano pri delovanju SAA na HCAEC (73), medtem ko je bilo izražanje TLR4 
inducirano po stimulaciji z LPS na periodontalnih celicah ligamenta (38), s HIF-1 (sprožilni 
dejavnik za hipoksijo-1) na makrofagih (74) in s TnC na fibroblastih (7).  
V WT SAA in TnC nista povzročila zvišanja izražanja gena TLR2, prav tako inhibicija FPR2 z 
BOC2 ni vplivala na spremembe v izražanju TLR2. SAA je v obeh časovnih točkah zvišal 
izražanje TLR4 za 2-4-krat, TnC pa je imel dvakratno razliko izražanja šele po 48-urni 
stimulaciji. Pri hkratni stimulaciji s SAA in TnC so bile vrednosti FC enake kot pri stimulaciji 
s SAA; trend, ki smo ga lahko opazili tako pri izražanju TLR2, kot pri TLR4. To lahko pomeni, 
da ni kompetitivne inhibicije učinka SAA s TnC, saj slednji ne zmanjša vezave SAA oz. se veže 
tako, da ne vpliva na aktivacijo izražanja gena TLR4, povzročeno s SAA. Lahko pa nakazuje 
tudi, da SAA zvišanja izražanja TLR4 ne povzroči preko receptorja TLR4, zato v tem primeru 
tekma za vezavo s TnC nima posledic. Iz izražanja TLR4 v primeru hkratne uporabe SAA in 
BOC2 (inhibitor receptorja FPR2) smo opazili, da je bilo izražanje TLR4 neodvisno od 
prisotnosti BOC2. To pomeni, da SAA izražanja TLR4 ne sproži s signaliziranjem preko 
receptorja FPR2. Ker se je izražanje TLR4 v celicah TLR2 KO močno zvišalo, le-to očitno ni 
posledica vezave na receptor TLR2, in je zato najverjetneje posledica vezave na receptor TLR4. 
Z nadaljnjimi poskusi bi morali preveriti ali SAA ob uporabi inhibitorja TLR4 res ne zveča 
izražanje samega TLR4.  
Pri celicah TLR2 KO sta tako SAA, kot TnC zvišala izražanje TLR4 v obeh časovnih točkah 
(FC 20-35). Opazili smo tudi, da se je brez stimulacije po 48-ih urah izražanje TLR4 zvišalo, 
kar lahko morda pripišemo gojišču brez FBS, v katerem so celice med poskusom. Za razliko pa 
je bilo pri celicah TLR4 KO zvišano izražanje TLR2 vezano na bolj specifičen dražljaj, saj smo 
pri stimulaciji s SAA po 48-ih urah opazili celo 50-kratno zvišanje izražanja tega gena, medtem 
ko brez/pri stimulaciji s TnC ni bilo sprememb. TnC deluje predvsem preko TLR4 (75), zato 
njegova stimulacija na celice brez tega receptorja (TLR4 KO) ni imela vpliva, saj se na njih ni 
mogel vezati.  
  





Slika 2 A-C: Izražanje genov TLR2 in TLR4 v različnih tipih MEF. 
A: Izražanje TLR2 in TLR4 (podano s FC) v WT po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
B: Izražanje TLR2 (podano s FC) v TLR4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
C: Izražanje TLR4 (podano s FC) v TLR2 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
Legenda: WT – nemutirane celice; TLR4 KO – celice z izbitim genom TLR4; TLR2 KO – celice z izbitim genom TLR2; 
TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-
butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; TLR2 – receptor podoben Tollu 2; TLR4 – receptor podoben Tollu 4. Rdeča prekinjena črta loči 









Izražanje TLR2 inTLR4 pri WT TLR2
TLR4
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - +          +       - - - - - - +         +         










Izražanje TLR2 pri TLR4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         












Izražanje TLR4 pri TLR2 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         
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Pri WT smo opazili, da so bile spremembe FC v primerjavi s celicami z izbitimi receptorji nižje, 
kar morda potrjuje, da celice spremenijo izražanje receptorja šele, ko eden ali več receptorjev 
manjka in izražanje genov uravnavajo glede na manjkajoče receptorje.  
o Izražanje mRNA receptorja FPR2 
Pri izražanju FPR2 (Slika 3 A-D) pri 24-ih urah ne SAA niti TnC nista imela velikega vpliva 
na izražanje tega gena, medtem ko so se vrednosti FC pri vseh štirih tipih po 48-ih urah pri 
stimulaciji s SAA zvišale. Zanimivo je bilo, da smo pri WT in TLR4 KO pri 48-ih urah opazili 
največje zvišanje izražanja FPR2 pri nizki koncentraciji SAA, v kolikor pa je bil TLR2 odsoten, 
je ta efekt izginil. Najvišje izražanje FPR2 smo opazili pri celicah TLR2/4 KO, kjer je prišlo 
pri 48-ih urah stimulacije s SAA do 15-kratnega zvišanja izražanja. Da je SAA v tem primeru 
zvišal izražanje FPR2 preko receptorja FPR2 in ne ostalih receptorjev SAA, potrjuje tudi 
njegova blokada z BOC2, pri čemer je izražanje gena popolnoma blokirano. SAA je tako v 
celicah brez receptorjev TLR2 in TLR4 zvišal izražanje receptorja, na katerega se lahko veže. 
Ugotovili smo, da se je ob odsotnosti TLR2 (TLR2 KO, TLR2/4 KO) izražanje FPR2 zvečalo 
pri celicah, ki niso bile stimulirane. Izražanje FPR2 je bilo v teh celicah popolnoma blokirano. 
Morda je izražanje tega gena zvišano s kombinacijo signalov preko FPR2 in TLR2, kar bi lahko 
preverili v nadaljnjih poskusih z BOC2 in z inhibitorjem oz. blokirajočim protitelesom za 
TLR2. Pri hkratni stimulaciji SAA z BOC2 je bilo izražanje FPR2 nekoliko manjše glede na 
stimulacijo s SAA v WT in TLR4 KO. Poleg tega smo opazili, da je tudi TnC v posameznih 
primerih v manjši meri zvišal izražanje FPR2 (v WT v obeh časovnih točkah in v TLR2 KO pri 
24-ih urah), kar je zanimivo, saj FPR2 sicer ni znan receptor, na katerega bi se TnC vezal (ni 
pa vplival na izražanje TLR2, ki prav tako ni njegov znan receptor). Pri tem seveda ne smemo 
zanemariti vezavo TnC na druge receptorje.  
V nalogi smo tako ugotovili, da so geni TLR2, TLR4 in FPR2 inducibilni. SAA inducira zvečano 
izražanje vseh treh genov, medtem ko TnC zviša izražanje TLR4. Tako povzročita indukcijo 
genov za receptorje, skozi katere delujeta. Ugotovili smo tudi, da celice z izbitimi geni za 
receptorje (TLR4 KO, TLR2 KO, TLR2/4 KO) z zvišanjem izražanja genov intenzivnejše 
uravnavajo izražanje receptorjev po stimulaciji s SAA in TnC, kot nemutirane celice (WT). 
 


















Izražanje FPR2 pri WT
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - +          +         - - - - - - +          +         










Izražanje FPR2 pri TLR4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         










Izražanje FPR2 pri TLR2 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         










Izražanje FPR2 pri TLR2/4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         
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A: Izražanje FPR2 (podano s FC) v WT po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR.  
B: Izražanje FPR2 (podano s FC) v TLR4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
C: Izražanje FPR2 (podano s FC) v TLR2 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
D: Izražanje FPR2 (podano s FC) v TLR2/4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
Legenda: WT – nemutirane celice; TLR4 KO – celice z izbitim genom TLR4; TLR2 KO – celice z izbitim genom TLR2; 
TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-
butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; FPR2 – N-formil peptidni receptor 2. Rdeča prekinjena črta loči 24 (levo) in 48-urno (desno) 
stimulacijo. 
 Izražanje mRNA vnetnega citokina IL-6 
SAA deluje na fibroblaste preko receptorjev TLR2 (9), TLR4 (18) in FPR2 (76), TnC pa preko 
receptorja TLR4 (75), pri čemer je pri obeh posledica vezave vnetni učinek, kot je zvečano 
izražanje gena IL-6 (16, 76). Pri posameznih celičnih tipih smo opazovali, kako posamezni 
receptor prispeva k vnetnemu odgovoru ter ali inhibicija FPR2 vpliva na zmanjšanje vnetnih 
učinkov (Slika 4 A-D). 
Pri stimulaciji s SAA pri WT smo po 48-ih urah opazili do 5 FC zvišano izražanje gena IL-6, 
pri TLR4 KO na stimulacijo s SAA ni bilo odziva, v TLR2 KO pa je z večanjem koncentracije 
SAA izražanje IL-6 naraščalo. TLR2/4 KO pričakovano niso zvišale izražanja IL-6 pri 
stimulaciji s SAA, saj manjkata oba receptorja TLR, preko katerih deluje. Odzivi celic kažejo, 
da SAA zveča izražanje IL-6 predvsem s signaliziranjem preko receptorja TLR4, kar dokazuje 
izrazito zvišanje gena IL-6 pri TLR2 KO, kjer pride po 48-ih urah celo do 100-kratne 
spremembe. To sovpada z dejstvom, da se skozi čas zviša tudi izražanje TLR4 in je zaradi tega 
po 48-ih urah omogočenih več vezavnih mest na TLR4 za SAA, ki posledično sproži večji 
odziv celic. Prav tako lahko opazimo, da je vnetno delovanje SAA skozi daljše časovno obdobje 
bolj intenzivno (ko se zveča tudi izražanje TLR4).   
TnC pri stimulaciji celic WT ni posebej zvečal izražanja IL-6, medtem ko se je pri TLR2 KO 
izražanje IL-6 po stimulaciji s TnC pričakovano zelo zvišalo (do 200 FC), saj se je tu zvišalo 
tudi izražanje TLR4, ki je glavni receptor za TnC. Zanimivo pa je, da se je izražanje IL-6 pri 
celicah TLR4 KO po 48-urni stimulaciji in celicah TLR2/4 KO po 24 in 48-urni stimulaciji 
zvišalo v obeh primerih za enako vrednost FC. Ker vemo, da TnC ne deluje preko receptorja 
TLR2, lahko sklepamo, da deluje na fibroblaste tudi drugače, ne samo preko receptorja TLR4.  
Največjo razliko v inhibiciji FPR2 (z BOC) na s SAA inducirano izražanje IL-6 smo opazili pri 
48-urni stimulaciji v TLR2 KO.  
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Kot že omenjeno, celice z izbitimi geni za receptorje v primerjavi z WT z zvišanjem izražanja 
genov intenzivnejše uravnavajo izražanje receptorjev in na tak način nadomestijo primanjkljaj 
manjkajočega receptorja. Če SAA in TnC zvišata izražanje gena za receptor, ki je za njuno 
signalizacijo zelo pomemben (npr. TLR4), to v celicah posledično vzbudi večji vnetni odziv 














Izražanje IL-6 pri WT
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - +          +         - - - - - - +          +         










Izražanje IL-6 pri TLR4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         
BOC2 10 nM - - - - + + - - - - - - + + - -
A: 
B: 




Slika 4 A-D: Izražanje gena IL-6 v različnih tipih MEF. 
A: Izražanje IL-6 (podano s FC) v WT po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR.  
B: Izražanje IL-6  (podano s FC) v TLR4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
C: Izražanje IL-6  (podano s FC) v TLR2 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
D: Izražanje IL-6  (podano s FC) v TLR2/4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
Legenda: WT – nemutirane celice; TLR4 KO – celice z izbitim genom TLR4; TLR2 KO – celice z izbitim genom TLR2; 
TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-
butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; IL-6 – interlevkin 6. Rdeča prekinjena črta loči 24 (levo) in 48-urno (desno) stimulacijo. 
 Izločanje vnetnega citokina IL-6 
Poleg analize izražanja genov nas je zanimalo tudi, če pride do sprememb na proteinskem 
nivoju – natančneje, kakšno je izločanje vnetnega citokina IL-6. S testom ELISA smo analizirali 
supernatant vseh štirih celičnih tipov MEF po stimulaciji s SAA in TnC (Slika 5 A-D). Pri 









Izražanje IL-6 pri TLR2 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         









Izražanje IL-6 pri TLR2/4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         
BOC2 10 nM - - - - + + - - - - - - + + - -
C: 
D: 
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Med izražanjem IL-6 in izločanjem IL-6 so bile pri vseh celičnih tipih podobnosti. Pri skoraj 
vseh celičnih tipih MEF smo opazili koncentracijsko in časovno odvisno izločanje IL-6 po 
stimulaciji s SAA. Pri TLR2/4 je bilo izločanje nizko, saj manjkata oba receptorja TLR, kar 
kaže na to, da sta za s SAA inducirano izločanje IL-6 odgovorna predvsem receptorja TLR2 in 
TLR4. To potrjuje tudi odziv stimulacije SAA z BOC2, ki pri WT in TLR2 KO ni bistveno 
različen od samega SAA (ne na mRNA in ne na proteinskem nivoju) – torej blokada receptorja 
FPR2 ne vpliva na izločanje IL-6. Koncentracija IL-6 je bila najvišja pri WT, kjer se je izločanje 
zvišalo do petkrat, medtem ko je bilo na genskem nivoju izražanje IL-6 najvišje pri TLR2 KO, 
kjer je prišlo do stokratne razlike. Opazili smo, da se je koncentracija IL-6 malce znižala pri 
najvišji stimulaciji s SAA pri TLR4 KO (opaženo tudi na genskem nivoju), kar morda nakazuje, 
da je pri višjih koncentracijah za SAA pomembna vezava in signaliziranje preko receptorja 









































] Izločanje IL-6 pri WT
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - +          +         - - - - - - +          +         



































] Izločanje IL-6 pri TLR4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 
TnC 2 µg/mL - - - - - - + +
BOC2 10 nM - - - - + + - -
A: 
B: 




Slika 5 A-D: Izločanje IL-6 pri različnih tipih MEF. 
A: Izločanje IL-6 iz WT po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo ELISA v supernatantu celic. 
B: Izločanje IL-6 iz TLR4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo ELISA v supernatantu 
celic. C: Izločanje IL-6 iz TLR2 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo ELISA v 
supernatantu celic. D: Izločanje IL-6 iz TLR2/4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo 
ELISA v supernatantu celic. Legenda: WT – nemutirane celice; TLR4 KO – celice z izbitim genom TLR4; TLR2 KO – celice 
z izbitim genom TLR2; TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; 
BOC2 - N-tert-butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; IL-6 – interlevkin 6. Rdeča prekinjena črta loči 24 (levo) in 48-urno (desno) 
stimulacijo. 
TnC je tako na nivoju mRNA, kot na proteinskem nivoju le malo zvečal izražanje in izločanje 
IL-6 pri WT in TLR4 KO. V nasprotju pa je močno zvišal izražanje in izločanje pri celicah 
TLR2 KO v obeh časovnih točkah, zato smo pri tem celičnem tipu izvedli tudi 24-urno 
stimulacijo z naraščajočimi kocentracijami TnC (Slika 6). Ugotovili smo, da je bilo izločanje 
IL-6 koncentracijsko odvisno. Podobno kot pri analizi na genskem nivoju smo pri TLR2 KO in 





































] Izločanje IL-6 pri TLR2 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         



































] Izločanje IL-6 pri TLR2/4 KO
SAA [nM] - 100 500 1000 500 - - 500 - 100 500 1000 500 - - 500
TnC 2 µg/mL - - - - - - +          +        - - - - - - +         +         
BOC2 10 nM - - - - + + - - - - - - + + - -
C: 
D: 
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Izločanje IL-6 iz TLR2 KO po 24-urni stimulaciji z 
različnimi koncentracijami TnC, izmerjeno z metodo 
ELISA v supernatantu celic. Legenda: TLR2 KO – 
celice z izbitim genom TL2; TnC – tenascin C; IL-6 
– interlevkin 6. 
 
Slika 6: Izločanje IL-6 po 24-urni stimulaciji s TnC pri TLR2 KO. 
Tako sta SAA in TnC na MEF delovala vnetno, pri čemer je bilo izločanje IL-6 koncentracijsko 
odvisno, izločanje vnetnega citokina pa je bilo intenzivnejše skozi čas. 
 Izražanje mRNA proteinov COL1A1 in ACTA2 
TnC vpliva na zvečano izražanje genov, kot sta ACTA2 in COL1A1 v fibroblastih (7) in 
COL1A1 v makrofagih (40). Tudi visoke koncentracije SAA so povezane z zvečanim 
odlaganjem kolagena (77), prav tako pa SAA vpliva na nastanek IL-6, ki posledično zviša 
izražanje COL1A (19). Ker je fibroza proces, ki se odvije šele v kronični fazi  vnetnega 
odgovora, smo pričakovali, da bodo spremembe v izražanju genov, povezanih s fibrozo, 
prisotne šele po 48-urah stimulacije. 
V WT smo po 48-urni stimulaciji s SAA in TnC opazili zvišano izražanje COL1A1, ne pa 
ACTA2. TLR4 KO se niso odzvale na stimulacijo s SAA in TnC, zato lahko sklepamo, da je za 
fibrotično delovanje SAA in TnC pomemben receptor TLR4. V TLR2 KO smo opazili da ob 
izgubi receptorja TLR2 celice niso spreminjale izražanja ACTA2. To kaže, da je receptor TLR2 
ključen za regulacijo miofibroblastnega označevalca ACTA2. Za razliko pa so celice TLR2 KO 
spremenile izražanje COL1A1, ki se je zvišalo po stimulaciji po 24-ih in brez stimulacije po 48-
ih urah. V TLR2/4 smo po stimulaciji s SAA opazili zvišanje ACTA2 in znižanje COL1A1 
izražanja v obeh časovnih točkah, pri 24-ih urah pa tudi zvišanje izražanja ACTA2 po stimulaciji 
s TnC.  
Pri stimulaciji SAA z BOC2 pri WT po 24-ih urah nismo opazili sprememb v izražanju ACTA2 
in COL1A1, pri TLR4 KO pa smo opazili znižanje izražanja obeh genov. Pri obeh celičnih tipih 
smo po 48-ih urah zaznali celo nekoliko zvišano izražanje obeh genov. Pri TLR2 KO nismo 
opazili vpliva BOC2 na izražanje ACTA2, medtem ko se je izražanje COL1A1 pri 24-ih urah 
zvišalo. Pri TLR2/4 KO se je izražanje ACTA2 znižalo v obeh časovnih točkah, pri izražanju 
COL1A1 pa ni bilo sprememb. Iz tega lahko sklepamo da SAA preko receptorja FPR2 ne 































Izločanje IL-6 pri TLR2 KO
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Izražanje COL1A1 in ACTA2 pri WT
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ACTA2
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TnC 2 µg/mL - - - - - +          +         - - - - - - +          +         











Izražanje COL1A1 in ACTA2 pri TLR4 KO
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ACTA2
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Izražanje COL1A1 in ACTA2 pri TLR2 KO
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Izražanje COL1A1 in ACTA2 pri TLR2/4 KO
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A: Izražanje COL1A1 in ACTA2  (podano s FC) v WT po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo 
qPCR. B: Izražanje COL1A1 in ACTA2 (podano s FC) v TLR4 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, 
izmerjeno z metodo qPCR. C: Izražanje COL1A1 in ACTA2  (podano s FC) v TLR2 KO po 24- in 48-urni stimulaciji s SAA, 
TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. D: Izražanje COL1A1 in ACTA2  (podano s FC) v TLR2/4 KO po 24- in 48-urni 
stimulaciji s SAA, TnC in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. Legenda: WT – nemutirane celice; TLR4 KO – celice z izbitim 
genom TLR4; TLR2 KO – celice z izbitim genom TLR2; TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; SAA – 
serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; COL1A1 – kolagen 1A1; ACTA2 – aktin 
α 2. Rdeča prekinjena črta loči 24 (levo) in 48-urno (desno) stimulacijo. 
4.1.2. Fosforilacija NF-κB (pNF-κB)  
Znano je, da SAA po vezavi na receptorje TLR deluje preko signalne poti NF-κB, kar povzroči 
zvečano izražanje genov, kot je IL-6 (9). Prav tako je bilo potrjeno njegovo delovanje preko 
receptorja FPR2 preko signalne poti NF-κB, pri čemer se je izločal vnetni citokin IL-8 (25). V 
celičnih lizatih smo po 45-minutni stimulaciji MEF s SAA analizirali fosforilacijo NF-κB. Da 
bi ocenili doprinos receptorja FPR2 k fosforilaciji NF-κB, smo ga inhibirali z BOC2. Rezultate 
fosforilacije NF-κB (pNF-κB) smo normalizirali glede na NF-κB (Slika 8). Opazili smo, da je 
SAA v prvih treh celičnih tipih v primerjavi z ozadjem zvišal fosforilacijo NF-κB. BOC2 z 
inhibicijo FPR2 v WT in TLR4 KO ni zmanjšal fosforilacije NF-κB, zato lahko sklepamo, da 
sta za fosforilacijo odgovorna predvsem receptorja TLR2 in TLR4. Za razliko pa je v TLR2 
KO inhibicija FPR2 znižala fosforilacijo NF-κB, kar nakazuje, da BOC2 z inhibicijo FPR2 
vpliva na aktivacijo TLR4. 
WT TLR4 KO TLR2 KO TLR2/4 KO 
ozadje SAA SAA 
+ 
BOC2 
Ozadje SAA SAA 
+ 
BOC2 
ozadje SAA SAA 
+ 
BOC2 
Ozadje SAA SAA 
+ 
BOC2 
1,00 1,16 1,27 0,43 2,42 2,99 2,67 4,00 3,00 8,27 2,16 0,93 
 
pNF-κB   
NF-κB        
Slika 8: Fosforilacija NF-κB v različnih tipih MEF.  
Vrednosti predstavljajo razmerje med fosforilirano in nefosforilirano obliko NF-κB v različnih tipih MEF po 45-minutni 
stimulaciji s SAA in SAA z BOC2. Analizo smo izvedli z metodo prenos western in vrednosti kvantificirali s programom 
ImageJ. Legenda: WT – nemutirane celice; TLR4 KO – celice z izbitim genom TLR4; TLR2 KO – celice z izbitim genom 
TLR2; TLR2/4 KO – celice z izbitima genoma TLR2 in TLR4; SAA – serumski amiloid A; BOC2 - N-tert-butiloksikarbonil-P-
L-P-L-P; (p)NF-κB – (fosforiliran) transkripcijski jedrni faktor.  
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4.2. NHLF 
Pri eksperimentalnem delu smo se osredotočili na delo s stromalnimi celicami MEF in NHLF. 
Za MEF smo se odločili, ker so zelo odzivni na vnetne stimulatorje, zato smo lahko z njimi 
predstavili mehanizme vnetja (78), na celicah z izbitimi geni pa smo lahko preverili delovanje 
stimulatorjev preko posameznega receptorja. Prav tako so fibroblasti glavne celice, ki izločajo 
zunajcelični matriks, zato smo lahko na njih prikazali fibrotične učinke stimulatorjev. Analize 
rezultatov MEF smo želeli primerjati z NHLF, saj nas je zanimalo, če so podobni učinki tudi v 
človeških celicah. Izvedli smo 24 in 48-urno stimulacijo z vnetnimi, fibrotičnimi stimulusi 
(SAA, TnC) in protivnetnimi molekulami (RvD1, LXA4). 
RvD1 zmanjša nastanek vnetnih citokinov (44, 55, 58) in izražanje označevalcev fibroze 
COL1A1  (56) in ACTA2 (59). Povezan je tudi z mediacijo vnetnih učinkov, povzročenih z LPS, 
na rakavih celicah (57, 79), s hemoglobinom na celicah mikroglie (58) in vnetnih posledic 
induciranih s prisotnostjo astme/alergij (55). Prav tako zmanjša izražanje COL1A1, povzročeno 
z bleomicinom na nevtrofilcih (56) in izražanje ACTA2, inducirano z mehanskih raztezanjem v 
epitelijskih celicah (59). Inhibira tudi produkcijo obeh omenjenih proteinov v človeških 
pljučnih fibroblastih po stimulaciji s TGF-β (80). Podobno tudi LXA4 zmanjša nastanek 
vnetnih citokinov in fibrotičnih proteinov, ki jih povzročijo stimulusi, kot so LPS, TGF-β, IL-
1β ali bleomicin (25, 38, 48, 50, 52, 57, 63, 64, 81). Nasprotni vlogi SAA in LXA4 sta bili 
opisani že v fibroblastom podobnim sinoviocitih (61) in nevtrofilcih (25, 64), pri čemer je 
aktivacija FPR2 inhibirala TLR4-inducirano produkcijo vnetnih citokinov (IL-6, IL-8, IL-17A). 
RvD1 in LXA4 smo izbrali, ker se vežeta na receptor FPR2 in lahko s tem inhibirata aktivacijo 
TLR4, kamor se vežeta SAA in TnC, vendar zaenkrat še ni znane povezave med FPR2 in TLR4 
na stromalnih celicah. Poleg tega se SAA veže tudi na FPR2, kar pomeni, da lahko pride do 
kompeticije za vezavo in neposredne inhibicije delovanja SAA preko FPR2. Glede na obstoječo 
literaturo smo se odločili za uporabo zgoraj navedenih reagentov, vendar bi bilo smiselno 
uporabiti tudi kombinacije LXA4 in RvD1 s SAA, BOC2 s TnC, hkrati pa bi lahko analizirali 
vpliv hkratne stimulacije BOC2 z LXA4 ali RvD1 na FPR2 in ugotavljali njihovo kompeticijo 
za vezavo na FPR2. 
4.2.1. Analiza izražanja genov 
Tudi v NHLF smo opazovali spremembe v izražanju mRNA receptorjev TLR2, TLR4 in FPR2, 
vnetnega citokina IL-6 ter proteinov kolagena, aktina α 2 in fibronektina po 24-urni stimulaciji. 
Kot endogeno kontrolo, na katero smo normalizirali izražanje genov, smo uporabili gen 
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GAPDH, ki se je v vseh celicah izražal enakomerno. Posamezno izražanje genov je 
predstavljeno v grafih kot vrednost FC. 
 Izražanje mRNA receptorjev TLR2, TLR4 in FPR2 
V Preglednici IX so predstavljeni cikli, pri katerih se je pojavilo izražanje genov za receptorje 
v nestimuliranih NHLF (pri čemer niso upoštevane učinkovitosti podvajanja). Opazimo lahko, 
da je bilo v NHLF največ izraženega TLR4, nato FPR2, najmanj pa je bilo TLR2. Podobno 
razmerje smo opazili tudi pri MEF. Da je receptorja TLR4 na fibroblastih več kot TLR2, smo 
zasledili tudi v literaturi (27). 
 
V nestimuliranih NHLF smo z 
metodo qPCR analizirali 
izražanje genov za receptorje. 
Vrednosti so podane kot cikli. 
Legenda: NHLF – normalni človeški pljučni fibroblasti; TLR2 – receptor podoben Tollu 2; TLR4 – receptor podoben Tollu 4; 
FPR2 – N-formil-peptidni receptor 2. 
Pri stimulaciji NHLF s SAA (Slika 9) smo opazili 3,5-krat zvišano izražanje samo pri genu 
TLR2, medtem ko pri izražanju TLR4 in FPR2 ni bilo sprememb. Za primerjavo je SAA pri WT 
MEF po 24-ih urah trikrat zvečal izražanje TLR4; na TLR2 in FPR2 pa ne SAA niti TNC nista 
imela vpliva. Vpliv SAA in TnC na izražanje mRNA teh receptorjev je bil sicer izrazitejši pri 
različnih tipih MEF, kot pri NHLF. 
Pri stimulaciji z LXA4 s TnC smo opazili, da se nekoliko zviša izražanje TLR2, kar lahko 
najverjetneje pripišemo reagentu LXA4, medtem ko je bila pri stimulaciji z RvD1 razlika 
minimalna. Vsi trije stimulatorji (SAA, LXA4 in RvD1), ki delujejo preko FPR2, nekoliko 
zvišajo izražanje TLR2, vendar je zvišano izražanje mogoče opaziti tudi pri uporabi BOC2, zato 
le-to verjetno ni preko receptorja FPR2. Pri stimulaciji TnC z obema inhibitornima molekulama 
lahko opazimo manjše znižanje izražanja gena TLR4, kar pomeni, da LXA4 in RvD1 morda 
vplivata na delovanje TnC. 
Preglednica IX: Izražanje genov za receptorje v nestimuliranih NHLF, podano v ciklih. 
gen TLR2  TLR4  FPR2  
cikel 37 31 32 
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Slika 9: Izražanje genov TLR2, TLR4 in FPR2 v NHLF.  
Izražanje TLR2, TLR4 in FPR2  (podano s FC) v NHLF po 24-urni stimulaciji s SAA, TnC, RvD1, LXA4 in BOC2, izmerjeno 
z metodo qPCR. Legenda: NHLF – normalni človeški pljučni fibroblasti; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 
- N-tert-butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; LXA4 – lipoksin A4; RvD1 – resolvin D1; TLR2 – receptor podoben Tollu 2; TLR4 – 
receptor podoben Tollu 4; FPR2 – N-formil peptidni receptor 2. 
 Izražanje mRNA vnetnega citokina IL-6  
Podobno kot pri MEF smo tudi pri NHLF opazili zvišano izražanje gena IL-6 po stimulaciji z 
vnetnima SAA in TnC. RvD1 in LXA4 sta uspešno zavrla izražanje IL-6, stimulirano s TnC, in 
tako predstavljata potencialni inhibitor vnetnih učinkov TnC. Še večje inhibitorno delovanje pa 
je pokazala inhibicija receptorja FPR2 z BOC2, saj je vrnil vrednosti izražanja IL-6, ki jih je 
povzročila hkratna stimulacija s SAA in TnC, na raven ozadja. BOC2 se je v tem primeru 
izkazal kot uspešni potencialni inhibitor vnetnih učinkov SAA in/ali TnC. V nadaljevanju bi 
bilo smiselno raziskati njegov vpliv ločeno na SAA in TnC (Slika 10).  
 












Izražanje TLR2, TLR4 in FPR2 v NHLF TLR2
TLR4
FPR2
SAA 500 nM - - - - +                      - - +                   +
TnC 2 µg/mL - +  + +                 +                      - - - +
RvD1 200 nM - - + - - +                    - - -
LXA4 100 nM - - - +                  - - +                     - -










Izražanje IL-6 v NHLF
SAA 500 nM - - - - +                      - - +                   +
TnC 2 µg/mL - +  + +                 +                      - - - +
RvD1 200 nM - - + - - +                    - - -
LXA4 100 nM - - - +                  - - +                     - -
BOC2 10 nM - - - - - - - - +
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Izražanje IL-6  (podano s FC) v NHLF po 24-urni stimulaciji s SAA, TnC, RvD1, LXA4 in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. 
Legenda: NHLF – normalni človeški pljučni fibroblasti; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-
butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; LXA4 – lipoksin A4; RvD1 – resolvin D1; IL-6 – interlevkin 6. 
 Izražanje mRNA proteinov COL1A1, ACTA2 in fibronektina 
Pričakovano so bili odzivi izražanja genov, povezanih s fibrozo, relativno nizki, saj smo 
analizirali vzorce po 24-urni stimulaciji, kar je običajno čas, pri katerem se proces fibroze še ne 
začne popolnoma. Kljub temu smo lahko pri SAA in TnC opazili nekoliko zvišano izražanje 
COL1A1 in gena za fibronektin. TnC je zvišal tudi izražanje ACTA2. RvD1 in LXA4 sta v vseh 
primerih uspešno zmanjšala s TnC inducirano izražanje genov, povezanih s fibrozo (Slika 11). 
Oba tako predstavljata potencialni inhibitor za preprečevanje procesa fibroze, ki jo povzroča 
TnC. Uspešnost inhibicije z BOC2 smo lahko opazili predvsem pri izražanju ACTA2, kar je 
potrebno raziskati še naprej. 
 
Slika 11: Izražanje genov COL1A1, ACTA2 in gena za fibronektin v NHLF. 
Izražanje COL1A1, ACTA2 in gena za fibronektin  (podano s FC) v NHLF po 24-urni stimulaciji s SAA, TnC, RvD1, LXA4 
in BOC2, izmerjeno z metodo qPCR. Legenda: NHLF – normalni človeški pljučni fibroblasti; SAA – serumski amiloid A; 
TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; LXA4 – lipoksin A4; RvD1 – resolvin D1; COL1A1 – kolagen 
1A1; ACTA2 – aktin α 2. 
4.2.2. Izločanje vnetnega citokina IL-6 pri MEF TLR2 KO 
Inhibitorno delovanje RvD1 in LXA4 na TnC, ki smo ga opazili pri NHLF, smo želeli testirati 
tudi pri MEF. Na MEF TLR2 KO smo izvedli 24-urno inkubacijo celic s TnC v kombinaciji z 
RvD1 in LXA4, da bi preverili njuno potencialno inhibicijo izločanja IL-6, inducirano s TnC. 
















SAA 500 nM - - - - +                      - - +                   +
TnC 2 µg/mL - +  + +                 +                      - - - +
RvD1 200 nM - - + - - +                    - - -
LXA4 100 nM - - - +                  - - +                     - -
BOC2 10 nM - - - - - - - - +
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bi lahko v prihodnosti analizirali tako pri MEF, kot pri NHLF. Pri MEF bi lahko analizirali tudi 
delovanje na genskem nivoju. 
Pri dodatku LXA4 nismo 
opazili znižanja v 
izločanju IL-6, ki ga je 
povzročil TnC, medtem ko 
je prišlo pri dodatku RvD1 
do znižanja. Tudi BOC2 je 
inhibiral izločanje IL-6, ki 
ga je induciral TnC. 
 
Slika 12: Izločanje IL-6 pri MEF TLR2 KO. 
Izločanje IL-6 iz MEF TLR2 KO po 24-urni stimulaciji s TnC, LXA4, RVD1 in BOC2, izmerjeno z metodo ELISA v 
supernatantu celic. Legenda: MEF TLR2 KO – mišji embrionalni fibroblasti z izbitim genom TLR2; TnC – tenascin C; BOC2 
- N-tert-butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; LXA4 – lipoksin A4; RvD1 – resolvin D1; IL-6 – interlevkin 6. 
4.2.3. Vsebnost kolagena in aktina α 2 v celičnih lizatih NHLF 
NHLF, smo stimulirali 48 ur s SAA in TnC v prisotnosti/odsotnosti inhibitorjev LXA4 in RvD1 
ter z inhibitorjem FPR2 BOC2. S prenosom western smo analizirali vsebnost proteinov 
kolagena in  aktina α 2. Količino proteinov smo normalizirali glede na α-tubulin, ki ga je bilo 
v vseh celicah približno enako (Slika 13). Pri stimulaciji s TnC in SAA smo opazili zvišano 
vsebnost ACTA2; TnC je na vsebnost kolagena vplival zgolj minimalno. LXA4 je zmanjšal 
nastanek kolagena in ACTA2, ki ju je povzročil TnC. RvD1 je za razliko od LXA4 v manjši 
meri inhibiral samo nastanek ACTA2. BOC2 z inhibicijo FPR2 ni imel učinka na zmanjšanje 








































Izločanje IL-6 pri MEF TLR2 KO
TnC  2 µg/mL - +                        +                    +                        +                   -
LXA4 100 nM - - - +                         - -
RvD1 200 nM - - + - - -
BOC2 10 nM - - - - + +





α-tubulin            
  
Kolagen       
 
ACTA2      
  
Slika 13: Vsebnost kolagena in ACTA2 v NHLF. 
Celice smo 48 ur stimulirali s SAA, TnC, LXA4, RvD1 in BOC2. Vrednosti predstavljajo vsebnost kolagena in ACTA2 v 
NHLF, normalizirane na vsebnost α-tubulina. Izmerjene so bile z metodo prenos western in kvantificirane s programom ImageJ. 
Legenda: NHLF – normalni človeški pljučni fibroblasti; SAA – serumski amiloid A; TnC – tenascin C; BOC2 - N-tert-
butiloksikarbonil-P-L-P-L-P; LXA4 – lipoksin A4; RvD1 – resolvin D1; ACTA2 – aktin α 2. 
LXA4 in RvD1 sta se izkazala kot potencialna inhibitorja vnetnih in fibrotičnih učinkov TnC, 
zato bi bilo njuno delovanje smiselno preizkusiti še na drugih celicah. Kje točno poteče 
inhibicija signalizacije TnC, zaenkrat še ni znano, in bi bilo potrebno preučiti z analizo signalnih 
poti delovanja TnC, LXA4 ter RvD1.  
4.3. PBMC 
V nalogi smo se osredotočili na delo s stromalnimi celicami, vendar pa so pri imunskem 
odgovoru na vnetne dražljaje zelo pomembne tudi celice PBMC. Le-te imajo drugačne lastnosti 
kot fibroblasti in se razlikujejo v intenziteti in mehanizmu vnetnega odgovora (78). Endogeni 
molekuli SAA (21) in TnC (40), ki aktivirata imunski sistem, delujeta tudi na PBMC. Vnetni 
odziv PBMC na stimulacijo z LPS je močnejši kot odziv MEF, saj izločijo več vnetnega 
citokina IL-6 (78), zato lahko pričakujemo, da bo odziv na SAA in TnC prav tako večji pri 
PBMC kot pri MEF. Stimulirani fibroblasti in PBMC izkazujejo različno izražanje in 
produkcijo vnetnih citokinov, pri čemer se razlike najverjetneje ustvarijo zaradi aktivacije 
različnih signalnih poti. Aktivacija signalne poti MAPK je šibkejša v MEF kot v makrofagih, 
medtem ko je aktivacija NF-kB in IRF3 poti močnejša v MEF, kar je bilo dokazano pri 
stimulaciji z LPS (78).  









RvD1 LXA4 SAA TnC  
+ SAA  
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4.3.1. Izražanje mRNA receptorjev TLR2, TLR4 in FPR2  
Zanimalo nas je, kakšno razmerje izražanja receptorjev imajo PBMC (Preglednica X). Izolirali 
smo jih iz dveh darovalcev krvi. Pogoji analize qPCR so bili enaki kot pri MEF (s to razliko, 
da smo uporabili mišje začetne oligonukleotide) in NHLF (enaki začetni oligonukleotidi). 
Vrednosti so podane kot cikli Ct. 
Preglednica X: Izražanje genov za receptorje v nestimuliranih PBMC, podano v ciklih. 
V nestimuliranih PBMC smo z metodo 
qPCR analizirali izražanje genov za 
receptorje. Vrednosti so podane kot 
cikli. Legenda: PBMC - 
mononuklearne celice periferne krvi; 
GAPDH – gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaza; TLR2 – receptor 
podoben Tollu 2; TLR4 – receptor podoben Tollu 4; FPR2 – N-formil-peptidni receptor 2. 
Opazili smo, da je v PBMC prišlo do razlik v izražanju že med posameznima darovalcema krvi. 
Za bolj konkretne zaključke bi morali analizirati izražanje genov za receptorje na več darovalcih 
PBMC, vendar lahko sklepamo, da se izražanje močno razlikuje od osebe do osebe in da je v 
PBMC izražanje gena FPR2 večje kot izražanje genov TLR2 ali TLR4. 
4.3.2.  Izločanje vnetnega citokina IL-6 
SAA vpliva na zvečano izražanje mRNA vnetnih citokinov v PBMC, kot so IL-1β, IL-6, IL-8 
in MCP-1 (21). Analize izražanja genov z metodo qPCR po stimulacijah s SAA in TnC na 
PBMC nismo izvajali, saj smo imeli premajhno količino PBMC in posledično premalo izolirane 
mRNA za analizo. Količino izločenega IL-6 po stimulaciji s SAA in TnC smo analizirali s 
testom ELISA v supernatantu celic. Stimulacijo celic smo izvajali 24 ur. 
Rezultati so pokazali, da je imel SAA velik vpliv na izločanje omenjenega vnetnega citokina, 
pri čemer se je pokazala tudi koncentracijska odvisnost. Celice niso bile odzivne na stimulacijo 
s TnC, kar lahko pripišemo nižjemu izražanju TLR4 v PBMC (Slika 14).  
Gen Darovalec PBMC 1 Darovalec PBMC 2 
GAPDH 24 21 
TLR2 33 33 
TLR4 35 33 
FPR2 29 24 
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Izločanje IL-6 iz PBMC po 24-urni 
stimulaciji s SAA in TnC, 
izmerjeno z metodo ELISA v 
supernatantu celic. Legenda: 
PBMC - mononuklearne celice 
periferne krvi; SAA – serumski 
amiloid A; TnC – tenascin C; IL-6 
– interlevkin 6.  
 
 
Slika 14: Izločanje IL-6 pri PBMC. 
4.4. Test na mikoplazmo in stimulacija SAA s polimiksin B sulfatom 
Supernatante vseh celičnih kultur smo analizirali na okužbo z mikoplazmo. Z merjenjem 
luminiscence smo ugotovili, da mikoplazma ni prisotna. Na MEF WT smo preverili ali je 
vnetno delovanje SAA morda posledica prisotnosti ostankov E. coli (LPS) v reagentu SAA, iz 
katere je bil izoliran (Slika 15). 
Koncentraciji izločenega IL-6 sta bili 
enaki pri stimulaciji SAA s 
polimiksinom B in pri stimulaciji s 
SAA. To pomeni, da je vnetni učinek 
posledica SAA in ne ostankov LPS, ki 
bi jih polimiksin B sulfat sicer zavrl. 
Slika 15: Delovanje polimiksin B sulfata na SAA. 
Izločanje IL-6 po 24-urni stimulaciji MEF WT s SAA in polimiksin B sulfatom, izmerjeno z metodo ELISA v supernatantu 
celic. Koncentracija izločenega IL-6 je bila enaka po stimulaciji s SAA kot pri stimulaciji SAA s polimiksin B sulfatom, kar 
potrjuje, da vnetni učinki SAA niso bili posledica prisotnosti ostankov E. coli, iz katere je bil izoliran, saj bi jih sicer polimiksin 
B sulfat inhibiral. Legenda: SAA – serumski amiloid A; P. B. S – polimiksin B sulfat; IL-6 – interlevkin 6.  
4.5. Delovanje protiteles proti SAA1, izoliranih iz IVIg 
Zaviranje, upočasnjevanje ali preprečevanje procesa kroničnega vnetja in fibroze je terapevtsko 
zelo zaželeno. Potencialne tarče zdravljenja se pojavljajo na različnih ravneh, od regulacije 
endogenih molekul, povezanih s poškodbo, do inhibicije receptorjev, signalnih poti, vnetnih 
citokinov in fibrotičnih proteinov (12, 70, 71). Vsaka možnost ima tudi svoje slabosti, saj imajo 
dotični dejavniki običajno v telesu še številne druge, pozitivne naloge, poleg sodelovanja pri 































Delovanje polimiksin B sulfata na SAA
SAA 500 nM - +                       +                    -

































Izločanje IL-6 iz PBMC
SAA [nM]        - 50 100                500                 - - -
TnC [µg/mL] - - - - 2                4            8
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Ena od možnosti zaviranja vnetnega in fibrotičnega delovanja SAA, ki smo ga dokazovali skozi 
nalogo, je njegova inhibicija s protitelesi proti SAA, ki z vezavo na SAA onemogočajo njegovo 
vezavo na receptorje (70). Kakšen točno je epitop na molekuli SAA, še ni raziskano. Zdravi 
posamezniki imajo v serumu prisotna avtoprotitelesa proti SAA, medtem ko so le-ta znižana 
pri bolnikih z nekaterimi avtoimunskimi in trombotičnimi boleznimi (70). To nakazuje, da je 
morda vnetno stanje, ki ga povzroči SAA, pri teh bolnikih posledica primanjkljaja 
avtoprotiteles, ki porušijo naravno homeostazo in posledično ne ločijo več med lastnim, 
neškodljivim ter tujim, škodljivim. 
IVIg so raztopina, ki vsebuje IgG, izolirane iz plazme več tisočih zdravih darovalcev. Med 
njimi so protitelesa, katerih klinična uporaba je bila opisana pri nekaterih vnetnih avtoimunskih 
boleznih, kot so Kawasakijeva bolezen in Guillain-Barrejev sindrom. Prav tako je bila njihova 
inhibicija opisana pri delovanju SAA na PBMC (71), kjer so protitelesa proti SAA1 uspešno 
nevtralizirala s SAA inducirano izločanje IL-6. V tem primeru so bila protitelesa izolirana s 
pomočjo kompleta MicroLink Protein Coupling Kit (Thermo Scientific). Tudi v naši nalogi 
smo testirali delovanje proti SAA1, izoliranih iz IVIg. 
 Izolacija protiteles proti SAA1 
Izolacijo smo izvedli s pomočjo aldehidne kolone CIMmultus z volumnom 1 mL, na katero je 
bilo vezanega 2 mg SAA1. Sestavljene so iz monolita in so edinstvene zaradi številnih med 
seboj povezanih kanalčkov/por, po katerih se pretaka vzorec. Tako pripravljene mreže z veliko 
površino omogočajo delo z manjšim pritiskom, vezavo večjih količin vzorca in posledično 
izolacijo večje količine želene molekule. Tovrstna tehnologija ima večjo zmogljivost in 
omogoča boljše ločevanje ter čiščenje bioloških materialov. Protitelesa smo izolirali iz 
raztopine IVIg. Iz vsakega nanosa vzorca smo pridobili 3 frakcije. Po vsaki izolaciji smo z 
Nanodropom izmerili absorbanco protiteles pri valovni dolžini 280 nm in izračunali 
koncentracijo. Elucijski vrh izoliranih protiteles je bil jasen in oster, kar nakazuje, da so bila 
izolirana protitelesa precej specifična in da ni prišlo do nespecifičnih vezav na kolono (Slika 
16). Protitelesa smo očistili s pomočjo filtra Wash amicon, jih koncentrirali in jim zamenjali 
pufer. Pred uporabo smo jih še enkrat filtrirali s filtrom velikosti 0,2 µm in jim izmerili 
absorbanco, iz katere smo nato preračunali koncentracije protiteles.  
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Slika 16: Elucijski vrh izoliranih protiteles proti SAA1. 
Jasen in oster elucijski vrh različnih izolacij nakazuje, da so bila izolirana protitelesa specifična. Pridobljeno s HPLC. 
 Specifičnost protiteles proti SAA1 
Zanimalo nas je, če se je tekom izolacije protiteles iz kolone spiral vezani SAA1. To smo 
preverili s SDS-PAGE (Slika 17). Opazili smo dve lisi velikosti približno 50 kDa in 25 kDa, ki 
pripadata težki in lahki verigi protiteles. V vseh treh frakcijah prvega nanosa so bile prisotne 
lise pri velikosti okoli 14 kDa. Velikost denaturiranega SAA je 12,5 kDA, zato je možno, da se 
je pri izolaciji s kolone spiral SAA1. Ker so to prve izolacije, je morda na koloni ostal nevezani 
SAA1, saj pri 13., 22. in 32. izolaciji teh lis nismo več zaznali. Za podrobnejše zaključke bi 
morali analizirati vse frakcije vseh izolacij. 
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Analiza specifičnosti protiteles proti SAA1 z metodo SDS-PAGE. Nanesli smo protitelesa iz različnih frakcij, saj nas je 
zanimalo, če je v njih prisoten tudi SAA1. Pri izolaciji 1 so se pojavile lise pri velikosti približno 14 kDa, ki lahko ustrezajo 
velikosti denaturiranega SAA. Legenda: IVIg – intravenski imunoglobulini; N – zaporedna številka nanosa vzorca IVIg; F – 
zaporedna številka frakcije. 
 Vpliv protiteles proti SAA1 na s SAA inducirano izločanje IL-6 
Ker SAA močno stimulira izločanje IL-6, smo merili inhibitorne učinke protiteles proti SAA1 
na s SAA inducirano izločanje IL-6. Zaviralno delovanje proti SAA1 smo testirali na PBMC 
zdravega darovalca in NHLF dveh darovalcev. PBMC smo stimulirali s SAA dveh različnih 
proizvajalcev (Biolegend, Peprotech), NHLF pa z enim (Peprotech). Tako smo lahko primerjali, 
če je med reagentoma SAA razlika v prepoznavnosti s strani protiteles proti SAA1, ki so bila 
sicer izolirana s pomočjo SAA1 od Biolegend. Na NHLF smo testirali tudi delovanje IVIg. 
PBMC smo stimulirali 4 in 24 ur, NHLF pa 24 ur.  
Iz analize podatkov (Slika 18) smo opazili, da je odziv PBMC večji po stimulaciji s SAA od 
Biolegend, kot pri SAA od Peprotech. Količina izločenega IL-6 se je zmanjšala pri 
koncentracijah protiteles proti SAA1 40 µg/mL in več pri 4-urni stimulaciji, pri 24-urni pa že 
pri koncentraciji 20 µg/mL, ob uporabi SAA od Biolegend. Pri inhibiciji SAA od Peprotech 
smo opazili trend zmanjšanja samo pri 4-urni inkubaciji. 
 
Slika 18: Delovanje protiteles proti SAA1 na izločanje IL-6 pri PBMC. 
Izločanje IL-6 iz PBMC po 4- in 24-urni stimulaciji s SAA od Biolegend, Peprotech ter protitelesi proti SAA1. Analizirano z 
metodo ELISA v supernatantu celic. Rdeča prekinjena črta loči 4 (levo) in 24-urno (desno) stimulacijo. Legenda: PBMC - 
mononuklearne celice periferne krvi; SAA – serumski amiloid A; B – Biolegend; P – Peprotech; IL-6 – interlevkin 6. 
Pri NHLF smo pri obeh darovalcih opazili, da ne protitelesa proti SAA1 niti IVIg niso imeli 
vpliva na zaviranje vnetnih učinkov, povzročenih s SAA (Slika 19). Za inhibicijo smo morda 


































] Delovanje proti SAA1 na izločanje IL-6
SAA B 3 µg/mL - + + + + - - - - - + + + + - - - -
SAA P 3 µg/mL - - - - - + + + + - - - - - + + + +
Protitelesa [µg/mL] - - 20 40 80 - 20      40 80 - - 20 40 80 - 20 40 80     
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inhibicije SAA od proizvajalca Peprotech, temveč samo od Biolegend. V bodoče bi bilo 
smiselno ugotavljati razlike med omenjenima SAA obeh proizvajalcev in točno mesto, kamor 
se na SAA vežejo protitelesa proti SAA1, ter kakšno vlogo imajo pri tem receptorji na celicah. 
 
Slika 19: Delovanje protiteles proti SAA1 na izločanje IL-6 pri NHLF. 
Izločanje IL-6 iz NHLF po 24-urni stimulaciji s SAA od Peprotech, protitelesi proti SAA1 in IVIg. Analizirano z metodo 
ELISA v supernatantu celic. Rdeča prekinjena črta loči oba darovalca. Legenda: NHLF – normalni človeški pljučni fibroblasti; 
SAA – serumski amiloid A; P – Peprotech; IVIg – intravenski imunoglobulini; IL-6 – interlevkin 6. 
 Protitelesa proti SAA1 tako predstavljajo potencialni inhibitor vnetnih učinkov SAA, zato bi 




































] Delovanje proti SAA1 na izločanje IL-6
Darovalec 1       Darovalec 2 
SAA P 3 µg/mL  - +  + + - - - +  + + - -
Protitelesa 40 µg/mL - - + - - +                - - + - - + 
IVIg 4 mg/mL       - - - + + - - - - + + -
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5. Sklepi 
Nekontrolirano kronično vnetje in fibroza predstavljata enega najpogostejših vzrokov smrti 
sodobnega sveta. Pri številnih kroničnih boleznih svoje vnetno in fibrotično delovanje 
izkazujeta tudi endogeni, s poškodbo povezani molekuli, SAA in TnC. Njune vplive smo 
dokazovali tako na stromalnih (MEF, NHLF), kot na imunskih celicah (PBMC), in sicer na 
genskem nivoju z analizo qPCR in na proteinskem s testom ELISA in prenosom western. V 
okviru naloge smo uspeli doseči zadane specifične cilje, kot so analiza izražanja genov za 
receptorje TLR2, TLR4, FPR2, vnetni citokin IL-6, COL1A1, ACTA2 ter fibronektina, ki so 
označevalci fibrotičnih procesov, analiza izločanja IL-6, analiza nastanka proteinov kolagena 
in ACTA2 ter analiza delovanja protiteles proti SAA1 na SAA.  
Potrdili smo naslednje hipoteze:  
1. Geni TLR2, TLR4 in FPR2 so inducibilni po stimulaciji s SAA oz. TnC. 
V nalogi smo prvič pokazali, da tako TnC, kot SAA inducirata izražanje genov za receptorje, 
na katere se vežeta. SAA je zvišal izražanje TLR2, TLR4 in FPR2, TnC pa izražanje TLR4. 
Izražanje genov je bilo tudi časovno odvisno.  
2. Za izražanje IL-6 in izločanje IL-6 v MEF sta potrebna receptorja TLR2 in TLR4. 
SAA je induciral izražanje IL-6 predvsem s signaliziranjem preko receptorja TLR4. Rezultate 
analize izražanja na genskem nivoju smo preverili tudi na proteinskem nivoju z izločanjem IL-
6, kjer smo opazili, da sta za s SAA inducirano izločanje IL-6 odločilna predvsem receptorja 
TLR2 in TLR4. SAA povzroči zvečano izločanje vnetnega citokina IL-6 preko signalne poti 
NF-κB. Z analizo fosforilacije NF-κB smo ugotovili, da manjši del aktivacije poteče tudi preko 
receptorja FPR2. Vpliv TnC na inducirano izražanje IL-6 in izločanje IL-6 poteka preko 
receptorja TLR4.   
3. Molekuli LXA4 in RvD1 inhibirata vnetne in fibrotične učinke TnC. 
Tako RvD1 kot LXA4 sta v NHLF uspešno inhibirala vnetno delovanje TnC z znižanjem 
izražanja IL-6. Oba sta inhibirala fibrotično delovanje TnC, saj sta znižala izražanje genov 
COL1A1, ACTA2 in gena za fibronektin, ki so označevalci prisotnosti fibrotičnih procesov. TnC 
je v NHLF sprožil nastanek proteinov ACTA2 in kolagena, ki ju je LXA4 zmanjšal. V primeru 
stimulacije MEF TLR2 KO s TnC sta inhibitorne učinke na izločanje IL-6 pokazala RvD1 in 
BOC2.  
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4. Protitelesa proti SAA1 blokirajo s SAA inducirano izločanje vnetnega citokina IL-6. 
Protitelesa proti SAA1, izolirana iz IVIg, so pri PBMC zmanjšala izločanje IL-6, ki ga je 
povzročil SAA. Tako predstavljajo potencialni način inhibicije vnetnega delovanja SAA. 
Cilj novih pristopov zdravljenja kroničnih vnetnih in fibrotičnih bolezni je tarčna usmeritev na 
mehanizme vnetja in fibroze. Eno od terapevtskih možnosti njunega omejevanja predstavlja 
inhibicija endogenih molekul, kot sta SAA in TnC. Kot smo dokazovali skozi nalogo, imata 
molekuli LXA4 in RvD1 inhibitorno delovanje na vnetne in fibrotične učinke TnC, prav tako 
pa BOC2 z vezavo na receptor FPR2 omejuje vnetno delovanje SAA. Za inhibicijo slednjega 
so se pri PBMC izkazala tudi protitelesa proti SAA1. V naši nalogi smo tako prišli do 
pomembnih zaključkov, ki predstavljajo osnovo za nadaljnje raziskave vnetnih in fibrotičnih 
bolezni ter njihovega omejevanja, preprečevanja in razreševanja.  
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